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Jur Frage des Vorkommens von sterisch auslesenden Enzymen 
im carcinomatésen Organismus 


Feststellungen zu zwei vorliufigen Mitteilungen 
von E. Waldsehmidt-Leitz und Mitarbeitern*) 
Von 
H. Bayerle und F. H. Podloucky 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. April 1940) 


E. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter haben in ihrer 
ersten Mitteilung festgestellt, da8 im Gegensatz zu Normalseren 
(arcinomseren racemische Peptide wie d,l-Leucyl-glycin, d,]- 
Glutaminyl-glycin, d,l-Glutaminyl-glycin-athylester iiber 50°/, zu 
spalten vermégen. Es sind also in diesen Carcinomseren neben 
den iiblichen Peptidasen auch solche von abgewandelter Wirk- 
samkeit vorhanden: eben d-Peptidasen. Es wurde in dieser 
Mitteilung die Prifung der Spaltbarkeit der reinen d-Kom- 
ponente in Aussicht gestellt. Wir konnten im Verlauf der Be- 
arbeitung &hnlicher Fragestellungen die Waldschmidt-Leitz- 
schen Ergebnisse nachpriifen, muften aber feststellen+), daf 


Carcinomseren racemische Peptide — abgesehen von einigen 
Ausnahmen — (drei von 50 verschiedenen) nicht iiber 50°/, 
spalten. Die Waldschmidt-Leitzschen Ergebnisse waren 


nicht reproduzierbar. In der zweiten vorlaufigen Mitteilung 
teilten die genannten Autoren weitere Bestitigungen ihrer Unter- 
suchungen aus der I. Arbeit mit, die sie an anderen race- 
mischen Substraten und an den reinen Antipoden der Peptide 
festgestellt hatten und kiindigten deren Verédffentlichung an. 
Ferner wurde in dieser Mitteilung gezeigt, daB im Serum von 
Ratten nach Injektion von d,l-Peptid eine d-Peptidspaltung nach- 
zuweisen ist, und daB Mause, denen d,l-Peptid intravenés ge- 
geben wurde, gegen eine Tumorentwicklung (Benzpyrentumor) 
resistent sind. 


—. 


*) Diese Z. 262, IV (1939); 263, I (1940). 
) Biochem. Z. 304, 259 (1940); Z. Krebsforseh., im Druck. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 264 14 
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H. Bayerle und F. H. Podloucky, 


gelist. 


Tabelle I 
Spaltbarkeit von d-Leucyl-glycin 
durch Normal- und Carcinomserum 


Peptidlésung: 0,470 g Peptid (Firma Hoffmann-La Roche) wurden jit 
0,62 cem 2,5 n-NH, und 4,15 cem m/3-Primiérphosphat in 25 ecm H,( 


Versuchsansitze: 1,5 ecem Peptidlésung + 3,5 cem Serum, Versuchaszeit 
36 Stunden (in einigen Fallen 48 Stunden), py = 7,70—8,0, Temperatur 4(). 
Titrationsprobe = 2 ecm. Zahlen der Tabelle bedeuten verbrauchte alko. 


Seren: 
sind durchaus eindeutig, klar und sicher. 


holische KOH n/20. 


sicheren Brown- Pearce- Fallen. 
befinden sich einige Ansiitze, in denen d,l-Leucyl-glyein verwendet 
wurde anstatt der reinen d-Komponente. 


diesen Fallen ihr iibliches MaB. 


Careinom- und Normalseren wurden frisech verwendet. 
Die Tierseren stammen aus 


In der unteren Spalte der Tabelle 


Die Fille 


Die Spaltung erreicht in 








Serum-Eigenspualt, 


























s Peptidversuch 
= snes peepee nse tanits caiman ssincinlchtlsiioajasieeniitntienntiiaitbah 2 
P = Verbr. alkoholische Verbr. alkoholische 
5 & Diagnose n/20-KOH nach n/20-KOH nach 
LE “4 oie 
0 | 36 | Diffe- | “/ | O | 36 | Diffe- 
© Spal- 
> Stdn.|Stdn.| renz tung |Stdn./Stdn.) renz 
52 | Menschl. Ca-Gaumen. | 3,42 | 3,15 |(—) 0,27, — | 1,75 | 1,69 \(—) 0,06 
53 * Ca-Mamma . | 3,53 | 3,47 (—) 0,06) — 41,77 | 1,77 | 0,00 
54 ‘- Ca-Haut . . | 3,75 | 3,33 |(—)0,42) — | 2,00 | 1,82 \(—) 0,18 
55 e Ca-Kehlkopf | 3,37 | 3,00 |(—) 0,37, — | 1,92} 1,92; 0,00 
56 = Ca-Nase - | 3,52 | 3,01 \(—) 0,51) — | 2,05 | 1,50 ((—) 0,55 
57 »  Ca-Zunge. . | 3,53 | 3,47 |(—) 0,06) — | 230 | 2.17 (—-)013 
58 4 Ca-Augenlid | 3,56 | 3,53 |(—) 0,03) — | 2,05 | 1,60 \(—) 0,4 
59 ,  Ca- Metast. | | | | 
Achseldriise. . . . | 3,59 | 3,28 |(—) 0,31; — | 2,13 | 1,70 \(—) 0,4 
96 | Kan. Brown-Pearce 2,77 | 2,60 |(—) 0,17; — | 1,30/1,30; 0,00 
Te ‘ 3.47 | 3,47} 0,00; — | 2,10 | 2,05 |(—-) 0,05 
103 a e - | 3,07 | 2,89 |(—) 0,18} — | 1,28/1,30; 002 
29 | Menschi. Normal-Knie- 
gelenkserguB . . . | 3,61 | 3,27 \(—) 0,34) — | 1,92 | 1,47 (—)0,4 
30 | Menschl. Norm.-Wunde | 3,56 | 3,45 |(—) 0,11; — | 2,12 | 1,56 \(—) 0,46 
31 a Normal. Prel- | | | 
| eee 3,64 | 3,33 |(—) 0,31) — | 1,58 | 1,53 |(—) 0,0 
32 | Menschlich. Normal. | | | 
Furunkel. ... . 3,71 | 3,40 (—) 0,31] — | 2,10 | 1,70 (—) 0,40 
110 | Kaninchen normal . 3,40 | 3,22 (—) 0,18) — | 1,08 | 1,87 \(—) 0,1 
111 ; : 3,27 | 3,25 |(—) 0,02) — | 1,75] 1,75 | 0,00 
ac he A ere 3,67 | 4,13 (+) 0,46} 19,0 
59 ,, sis, <a aan 3,78 | 4,30 0,48} 20,0 d, 1 - Peptid 
30 ee ee 3,52 | 4,20 0,68) 28,5 
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Zu diesen Ergebnissen méchten wir im folgenden Stellung 


; nehmen. 


I. Zur Frage einer Spaltung von d-Peptid durch Carcinom-Serum 
Wir haben, wie wir oben mitteilten, racemische Peptide, 


| (d,l-Leucyl-glycin, d,l-Alanyl-glycin, d,l-Glutaminyl-glycin, d,1- 
§ Glutaminyl-glycinester) in den weitaus iiberwiegenden Fallen 


durch Carcinomserum als durchaus normal spaltbar gefunden. 
An 11 weiteren menschlichen Carcinomseren, 4 normalen mensch- 


' lichen Seren und in 8 Seren von Brown-Pearce-Tumorkaninchen 


haben wir die Spaltbarbeit der reinen d-Komponenten von 


Leucyl-glycin und Leucyl-glycyl-glycin geprift. Wir fanden in 


allen Fallen diese Peptide als véllig unspaltbar. Linige von 


‘diesen Seren wurden zur Kontrolle auch auf d,l-Leucyl-glycin- 
| spaltung untersucht, wobei sich niemals eine iiber 50°/, gehende 
| Spaltung erzielen lieB. Die Seren zeigten in vielen Fallen eine 
'nicht unerhebliche Eigenspaltung, fiir die es verschiedene Er- 
‘Kirungen gibt. Jedenfalls war zwischen Haupt- und Leer- 


yversuchen kaum ein Unterschied, so daB sich mit anderen 


| Worten die Peptidversuche wie die Leerversuche verhielten. Die 


Belege finden sich in den Tab. I und II. 


Tabelle II 
Spaltbarkeit von d-Leucyl-glycyl-glycin durch Carcinomseren 


Peptidlésung: 0,459 g Peptid (Firma Hoffmann-La Roche) wurden mit 
0,72 eem 0,25 n-NH, und 1,5 eem NH,Cl und 3,75 eem Phosphatpuffer 
(px = 7,0) in 15 eem H,O gelést. 


; Versuchsansitze und alles iibrige wie bei Tab. 1. 











Peptidversuch Serum- -Eigenspalt. 
Verbr. alkoholische Verbr. alkoholische 
n/20-KOH nach n/20-KOH nach 








Diagnose : iia 
0 | 40 | Diffe- spt 0 | 40 | Diffe- 
Stdn./Stdn.) renz | tung Stdn. 


Serum 
Vers.-Nummer 


60 | Menschl. Ca-Sigmoid , — |1,80| 1,80! — 0,00 














512 | 4,57 ) 0,55 
61] ,, Ca-Prostata . | 5,19 | 5,15 (—) 0,04) — | 1,95 | 1,67 \(—)0,28 
62 »  Ca-Magen. . | 5,24 | 4,77 |(—) 0,47) — }2,10| 2,13| - 0,03 
Il. Zur Frage des Auftretens von d-Peptidase als Abwehrreaktion 


Nach den Ergebnissen der Abderhaldenschen Lehre von 
Abwehrfermenten ist es durchaus verstindlich und iiber- 
14* 
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192 H. Bayerle und F. H. Podloucky, 


rascht keineswegs, wenn nach parenteraler Zufuhr eines d-Peptids 
als Folge eine d-Peptidspaltung auftritt. Uberraschend ist ledig. 
lich, daB nach Injektion von d,l-Valyl-glycin, d,l-Leucyl- -diglycin 
gespalten wird — also ein anderes d,l-Dipeptid — da doch sonst 
strengste Spezifititsverhiltnisse angetroffen werden. Wir habep 
im Rahmen einer etwas andersartigen Untersuchung mehrerey 
Kaninchen d,l-Peptid injiziert. Es konnte dann zwar im Sern 
vereinzelt eine d,l-Peptidspaltung iiber 50°/, festgestellt werden, 
aber es war — wie schon oben gesagt — die Ausnahme und 
ohne irgendeine GesetzmiBigkeit. Die entsprechenden Daten 
ver6ffentlichen wir an anderer Stelle. 


III. Zum Versuch 2 der Waldschmidt-Leitzschen Publikation 


Wir kénnen nicht umhin, gegen diesen Versuch entschieden 
kritisch Stellung zu nehmen. Die Waldschmidt-Leitzschen 
Abbildungen vermégen infolge ihrer Unschirfe kein einwand- 
freies Bild zu geben. Mit Miihe laBt sich bei der ersten Maus 
der oberen Reihe links ein rundliches tumorihnliches Gebilde 
erkennen. V6llig unklar aber sind die iibrigen Abbildungen, 
Uberraschen muB, daB die verwendeten 8 Miuse alle den Ver- 
such bis zum SchluB itiberstanden, obwohl das haufige Einspritzen 
einer Fliissigkeit in die Schwanzvene in Verbindung mit der 
Pinselung von Benzpyren keinen zu unterschatzenden Lingriff 
bedeutet. Nach unseren Beobachtungen ist es nie gelungen, alle 
fiir einen Versuch angesetzten Tiere wihrend der Beobachtungs- 
zeit am Leben zu erhalten. Es ist weiterhin bedauerlich, dab 
aus dem Text nicht eindeutig hervorgeht, ob wirklich ein Tumor 
vorhanden ist oder nicht. ,,Kine starke Schuppung der Haut 
und durchwegs starke Abmagerung“ ist noch kein Anzeichen fiir 
eine Carcinomentwicklung. Die Frage, ob es sich um einen 
Tumor handelt oder nicht, hatte durch die histologische Unter- 
suchung leicht geklart werden kiénnen. Auch die hochgradige 
Kachexie bzw. den starken Gewichtsverlust, den Waldschmidt- 
Leitz und Mitarbeiter beschreiben, konnten wir nie beobachten. 
Nach 30 Tagen ist bei den Versuchen von Waldschmidt-Leitz in 
allen 4 Fallen durchschnittlich ein Gewichtsverlust von 50°/,, zum 
Teil mehr, vorhanden. Dabei lebten die Tiere aber noch wesentlich 
langer, nimlich 50 Tage, denn da war ,,bei dreien allgemeine 
Kachexie und Anzeichen von Carcinomentwicklung zu bemerken“. 

Wir méchten darauf hinweisen, daB Waldschmidt-Leitz 
mit seinen Feststellungen von d-Enzymen im Serum in einen 
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imneren Widerspruch zur Kéglschen Theorie — die ja der Aus- 
gangspunkt aller dieser Fragestellungen war — geriit. Die Kiégl- 


' sche Theorie des destruktiven Wachstums besagt, ,man kénne sich 


gut vorstellen, daB normale Zellen dem Vordringen von Tumor- 


| rellen keinen Einhalt bieten kénnen, da ihnen die betreffenden 


proteolytischen Fermente fehlen“. Wenn nun aber d-Fermente 
im Carcinomserum auftreten, dann miissen sie auch in der nicht 


' carcinomatésen Umgebung des Tumors sein und die falschen 
' Proteine der Carcinomzellen abbauen und damit das infiltrierende 


Wachstum und das Auftreten der Metastasen verhindern kénnen. 


| Das destruktive Vordringen der Carcinomzellen kann dann nicht 


nach Kégl und Erxleben mit einem Mangel an d-Fermenten 
erklirt werden, da ja das Serum keineswegs auf das Blut be- 
schrinkt ist, sondern alle Koérperteile durchtrinkt und damit auch 


/ in der Umgebung des Tumors und in diesem selbst vorhanden 


sein muB. 
Wir kénnen bei der Beurteilung des 2. Versuches von Wald- 


| schmidt-Leitz aber auch einen unmittelbar einschlagigen eigenen 


Versuch zur Kritik mit hinzuziehen. Dieser Versuch hatte den 
Hauptzweck, die Vertriglichkeit und das Schicksal von d-Peptiden 
und Tumorproteinen (extrakten) im Tierversuch zu priifen. Dabei 
wurden verschiedenen Kaninchen Brown-Pearce-Tumoren im- 
plantiert. Kontrolltieren wurde auBerdem im Abstand von 2 Tagen 


/ racemisches Peptid und Brown-Pearce-Tumorextrakt intravenés 


und subkutan gegeben. Wir méchten in diesem Zusammenhang 


' nicht naher auf den gesamten Fragenkomplex eingehen. Doch 


liBt sich schon jetzt das Versuchsergebnis dahin zusammenfassen, 
daB jene Tiere, welche injiziert wurden, simtlich Tumoren be- 
kamen, die sich abnorm rasch entwickelten und vergréferten, 
Tumoren, die besonders blutreich und typisch waren. Die injizierten 
Tiere starben zudem wesentlich friiher als die nicht behandelten 
Tiere. Vgl. Ubersicht. 

Unsere vorliegenden Feststellungen haben nicht den Zweck, 
den gesamten von Waldschmidt-Leitz behandelten Fragen- 
komplex abzulehnen. Wir wenden uns aber entschieden gegen 
die Allgemeingiiltigkeit der Waldschmidt-Leitzschen Ergeb- 
nisse. Unméglich kann auf Grund zahlenmifig so geringer Unter- 
suchungen von den Autoren der Anspruch auf die absolute Richtig- 
keit ihrer Ergebnisse erhoben werden. Wie wir in mehreren 
Arbeiten, die schon erschienen oder im Druck sind, an einem 
weitaus gréBeren Untersuchungsmaterial nachweisen konnten, sind 
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die Ergebnisse von Waldschmidt-Leitz zumindest noch un- 


/bewiesen und die daraus gezogenen Folgerungen stark verfriiht. 


Probleme, wie Diagnose und Therapie des Krebses kénnen bei 
ibrer groBen Wichtigkeit gar nicht klar genug in ihrer Schwierig- 


F keit gesehen werden. 


Bei AbschluB dieser Zeilen erhielten wir eine im Band 16, 
Heft 2 (1940) der ,,.Fermentforschung“ verdffentlichte Arbeit von 
gE. Abderhalden und G. Caesar mit dem Titel: ,Uber das 


| Verhalten von Dipeptiden, in denen Aminosiuren der d-Reihe 
' enthalten sind, bei der Kinwirkung von PreBsiften aus Geweben 
' und von Blutserum“. In dieser Arbeit wird an einigen Fallen 
' yon Normal- und Carcinomseren die Spaltbarkeit von Glycyl-d- 
 isoleucin und Glycyl-d-norleucin untersucht. Sie konnten keine 
| Spaltung des d-Peptids feststellen. Sie kommen zu der Fest- 
| stellung, daB Dipeptide, in denen d-Aminosiuren enthalten sind, 


vom Carcinomserum nicht gespalten werden. 
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Bemerkungen zur vorstehenden Arbeit 
von H. Bayerle und F. H. Podloucky 


Von 
E. Waldschmidt-Leitz und R. Hatsehek 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Deutschen Universitit Prag) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Mai 1940) 


Aus den von H. Bayerle und F.H. Podloucky fiir die 
Spaltung von d-Peptiden durch Carcinom- und Normalseren ver- 
Offentlichten Tabellen, welche iiberwiegend negative Titrations. 
werte aufweisen, geht nach unseren Erfahrungen eindeutig hervor, 
daB methodische Bestimmungsfehler vorliegen. Wir nehmen nach 
eigenen Erfahrungen an, daB diese auf ungleichmafiger Er- 
fassung des ausfallenden SerumeiweiBes bei der Titration be- 
ruhen; sie lassen sich durch entsprechende MaBnahmen ver- 
meiden. Zuverlissiger, vor allem fiir nicht mit der Methodik 
gut Vertraute, arbeitet das Verfahren der Bestimmung des Amino- 
stickstoffs nach van Slyke. Am sichersten liBt sich die An- 
wesenheit von d-Peptidasen in Carcinomseren durch gewisse 
Farbreaktionen belegen, die die Abspaltung bestimmter Amino- 
siuren aus den Peptiden erfassen und so einen qualitativen 
Nachweis erlauben; dariiber werden wir in einer endgiiltigen 
Mitteilung bald berichten. Ubrigens ist der von den Verfassern 
angezweifelte Nachweis der d-Peptidasen bei Carcinom unabhingig 
von uns inzwischen auch von J. 8S. Fruton, G. W. Irving und 
M. Bergmann!) gefiihrt worden. 

Die von den Verfassern ferner beanstandeten Versuche an 
Mausen mit Benzpyrenpinselung sind inzwischen des éfteren und 
mit stets dem niamlichen Ergebnis wiederholt worden. Auch 
haben wir Herrn Bayerle neuere Aufnahmen der Tiere aus den 
Versuchsreihen zugiinglich gemacht, aus denen nach seiner Mit- 
teilung hervorging, daB bei den unbehandelten Tieren ,,ganz 
zweifellos eine Warzenbildung zu erkennen sei“, wahrend die 





) J. of Biol. Chem. 132, 467 (1940). 
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durch Peptidinjektion behandelten gesund blieben. Uber die ent- 
| sprechenden Sektionsbefunde werden wir ebenfalls in der end- 


giiltigen Mitteilung berichten. Dies und das stets wieder be- 


4 obachtete Ausbleiben der starken Gewichtsabnahme bei den be- 
F handelten Tieren ist charakteristisch; worauf es dem Wesen 
‘nach beruht, ware zu entscheiden verfriht. Der Hinweis auf 
© das Vorliegen eines ,,inneren Widerspruchs zur Kéglschen 
© Theorie“ erscheint uns belanglos; maBgebend ist das Experi- 
> ment. 


Der Vorwurf, wir hitten in den beiden ,,Vorliufigen Mit- 


F teilungen“ eine Allgemeingiiltigkeit unserer Ergebnisse behauptet, 
| trifft uns nicht. Wir haben im Gegenteil die Unsicherheit unter- 
: strichen, die Tragweite unserer Beobachtungen schon zu _be- 
S urteilen. Wir sind uns bewut, daB® unabhiingig von unserer 
| Stellungnahme und der anderer eine Klarung und ein Fortschritt 
| nur von umfangreichen und vielseitigen Versuchen zu erwarten ist. 
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Methodisches zur Isolierung der Glutaminsdure-Antipoden 
6. Mitteilung tiber die Chemie der Tumoren’) 


Von 


F. Kégl und H. Erxleben 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. April 1940) 


Wie wir in der 4. Mitteilung') dieser Reihe erwahnt haben, 
sind unsere Befunde iiber das Auftreten teilweise racemischer 
Glutaminsiure in Hydrolysaten von Tumorproteinen in zwei 
amerikanischen Laboratorien bestitigt worden. Seither sind von 
anderen Seiten vorlaufige Mitteilungen* **5) erschienen, in denen 
unsere Ergebnisse wieder bestritten werden. Im Interesse der 
Klarstellung und zur Verhiitung von MiBverstindnissen wollen 
wir diese Arbeiten nicht unbeachtet lassen. Die vorliegende Mit- 
teilung ist vor allem eine Erwiderung auf die Veréffentlichungen 
von A. C. Chibnall und Mitarbeitern. 

Bekanntlich haben im vergangenen Jahre A. C. Chibnall’ 
und Mitarbeiter berichtet, daB sie bei Anwendung der Methode 
von Foreman aus Hydrolysaten von Tumorproteinen die gewohn- 
liche 1-Glutaminsiure erhielten. Eine Nachprifung’) dieser Ver- 
suche in unserem Laboratorium hat ergeben, daB die Fore- 
mansche Reinigung tiber die Calciumsalze trotz sehr guter Aus- 
beute bei der Isolierung der natiirlichen Glutaminsaure in der 





') 5. Mitteilung, Diese Z. 264, 108 (1940); 4. Mitteilung, Diese Z. 263, 
107 (1940). 

*) A.C. Chibnall, M. W. Rees, E. F. Williams und E. Boyland, 
Nature 145, 311 (1940) und Biochemie. J., im Druck. 

5) J. M. Johnson, J. of Biol. Chem. 132, 781 (1940). 

*) F. Lipmann, O. K. Behrens, E. A. Kabit und D. Burk, Science 
1940, 21. 

*) A. Konikova, Nature 145, 312 (1940). 

*) Nature 144, 71 (1939); vgl. auch 8S. Graff, J. of Biol. Chem. 130, 
13 (1939). 

) Diese Z. 261, 141 (1939). 
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Fpisherigen Ausfiihrungsform zum Nachweis der partiellen Racemi- 
Isierung nicht geeignet erscheint. Der Grund hierfiir liegt haupt- 
‘sichlich darin, daB nach inzwischen noch einmal bestitigten Be- 
fanden d,l-Calcium-glutaminat in 90°/,igem Alkohol mindestens 
1 HB 10mal so léslich ist wie das Calciumsalz eines Antipoden. ,,Das 
‘reine racemische Salz ist zwar noch relativ schwer léslich; jedoch 
| wird sich der genannte Léslichkeitsunterschied bei der Aufarbeitung 
‘yon Rohextrakten in hohem MaBe bemerkbar machen kénnen.“ 
'Da tiberdies das d,l-Hydrochlorid doppelt so léslich ist wie jenes 
‘der reinen Glutaminsiure-Antipoden, sind bei verlustreichem Um- 
‘krystallisieren alle Voraussetzungen gegeben, um die d,]-Glutamin- 
" siure in den Mutterlaugen zu verlieren. In der T'at ist auch von 
' J. White’) und F. R. White partiell racemische Glutaminsiure 
© aus Tumorproteinen wohl nach unserer Arbeitsvorschrift, nicht 
n, | aber bei Fraktionierung iiber die Bariumsalze isoliert worden. 
er Wir hielten diese Angelegenheit fiir erledigt, muBten aber 
ei M aus der kirzlich erschienenen Mitteilung von A. C. Chibnall”®), 
nn / M.W. Rees, E. F. Williams und E. Boyland ersehen, daB diese 
1 / Autoren auch weiterhin zu abweichenden Ergebnissen kamen und 
t & die Richtigkeit unserer SchluBfolgerungen bestreiten. 
1 Insofern die erhobenen Kinwinde auf einer Mi8deutung der 
+ / Verhiltnisse beruhen, kénnen sie unschwer durch theoretische 
n ® Argumente entkraftet werden; andere Punkte sind jedoch erst 
' durch entsprechende Gegenexperimente und Kontrollversuche zu 
| widerlegen gewesen. 


I. Pflanzliche Proteine 


Wihrend die britischen Autoren in der ersten Mitteilung 
» aus Tumorproteinen ausschlieBlich die gewéhnliche 1-Glutamin- 
| siure isolieren konnten, haben sie nunmehr aus Hydrolysaten 
' von TumoreiweiB relativ wenig racemisierte Glutaminsiure erhalten. 
| Sie finden bei ihrer Arbeitsweise aber eine analoge kleine Racemi- 
F sierung auch bei Glutaminsiiure-Praparaten aus pflanzlichen Pro- 
| teinen (Gliadin, Edestin), sowie aus normalen tierischen Organen 
' (Ochsenherz, Kalbslunge) und folgern aus diesen und aus unten 
; noch zu besprechenden Griinden, daB die Racemisierung der 
| Aminosiuren kein Kriterium fiir die Malignitit sei. 


*) J. of Biol. Chem. 130, 435 (1939). 
*) A. a. O. Herr Prof. Chibnall hatte wiederum die Freundlichkeit, 
| uns diese Notiz ebenso wie eine im Biochemie. J. erscheinende ausfiihrliche 
| Mitteilung im Manuskript zugiinglich zu machen. 
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Wie wir schon in der vorhergehenden Mitteilung anlifig 
der Isolierung einer Glutaminsiure aus Reis mit einem Gehaj 
von 2,05°/, d-Form hervorhoben, halten wir es durchaus fiir méglic), 
daB die aus pflanzlichen Proteinen zu isolierende Glutaminsiy, 
in manchen Fallen einen gewissen Gehalt an d-Form aufweis, 
Man darf nicht vergessen, daf bei der Hydrolyse von Ergotiniy 
d(+)-Prolin erhalten wird und die Kapselsubstanz der Milzbrand. 
bazillen sogar ausschlieBlich aus d(—)-Glutaminsiure aufgebant 
ist!°), Prinzipiell ist also das Auftreten von d-Aminosiure-Ban. 
steinen im Pflanzenreich schon seit lingerer Zeit sichergestellt 
und wir haben die Frage aufgeworfen, ob ihr Vorkommen z. 8, 
in Samenhiillen nicht eine wichtige pflanzenphysiologische Bedeu. 
tung haben kénnte im Sinne einer Schutzwirkung gegen de 
enzymatischen Angriff durch Mikroorganismen. Es scheint uns 
eine seltsame Verkennung der Lage zu sein, wenn A. C. Chibnall 
und Mitarbeiter z. B. aus dem von ihnen festgestellten Vorkommen 
von etwa 5°/, d(~—)-Glutaminsiure in Weizen-Gliadin einen Kin- 
wand gegen unsere Geschwulsttheorie erblicken und mitteilen, 
daB die Proteinchemiker bisher dem Auftreten racemischer 
Aminosiuren in Kiweibhydrolysaten keine Aufmerksamkeit ge- 
schenkt haben”). Es war in der Tat mit ein Zweck unserer 
Arbeiten, auf die Bedeutung der bisher weitgehend vernachlissigten 
stereochemischen Analyse der KiweiSbausteine hinzuweisen. Wenn 
sich die hierfiir zur Verfiigung stehenden Methoden wirklich als 
vollig unzulinglich erwiesen hitten, so wiirde dies selbstverstindlich 
nicht die Wichtigkeit des Problems beeintrichtigen, sondern nur 
noch ein gréBerer Ansporn sein, die Methodik entsprechend 
verfeinern. 


II. Normale tierische Gewebe 


Wir kommen hiermit zu der Frage des Vorkommens von 
d(—)-Glutaminsaéure in den Hydrolysaten von normalen tieri- 
schen Geweben. Chibnall und Mitarbeiter legen viel Wert 
auf ihre Feststellung, daB sie bei der Foreman-Analyse von 


*) Vgl. FuBnoten 20 und 21 in unserer 1. Mitteilung. 

1) Auch E. Abderhalden und G. Caesar; Fermentforsch. 16, 299 
(1940) diuBerten sich in diesem Sinne. Ihr Hinweis auf die partielle Race- 
misierung der Glutaminsiiure bei der Benzoylierung ist in diesem Zusammen- 
hange hinfillig, da wir derartige Reaktionen fiir unsere Zwecke von vorne- 
herein als unbrauchbar ansahen und bei unseren stereochemischen Analysen 
nicht anwenden. Aus dem gleichen Grunde blieben die bei der Siurehydro- 
lyse merklich racemisierenden Aminosiuren auBer Diskussion. 
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;ormalem Ochsenherz und normaler Kalbslunge aus den letzten 





‘solieren konnten. Wenn man ihre Ergebnisse nach unserer 
Berechnungsweise auf die von ihnen isolierten gesamten Glutamin- 
siure-Fraktionen bezieht, ergibt sich ein Gehalt von 1,32°/, 
baw. 0,88°/, d-Glutaminsiiure. In unseren Arbeiten ist von An- 


Mfang an daran festgehalten worden, ,,einen Gehalt von 1—2°/, 


d-Form noch nicht als sichere Abweichung zu _betrachten“. 
Diese Formulierung!”) besagt deutlich, daB wir eine Diskussion 
iiber die Realitit und die eventuelle Bedeutung derartig gering- 
figiger Depressionen der spezifischen Drehung bei dem bisherigen 


‘Stand der analytischen Methodik fiir verfriiht hielten. Nach- 
fdem nunmebr in der Arbeit von Chibnall und Mitarbeitern, aber 
P auch in einer Notiz von J. M. Johnson’) ein gegenteiliger Stand- 


punkt vertreten wird, miissen auch wir zu dieser Frage Stellung 


‘nehmen. Man hat mit folgenden Méglichkeiten zu rechnen: 


1. Das Auftreten der kleinen Mengen d-Glutaminsiure 
in Hydrolysaten von normalen Gewebsproteinen wird durch 
analytische Fehler vorgetiiuscht. Wir vermissen in den be- 


itreffenden Arbeiten jede Angabe iiber die C-H—N-Analysen der 
'fraglichen Priparate; bisher besteht keinerlei Gewahr, daB 
'die aus den Mutterlaugen isolierten Fraktionen, fiir die 
Fals einziges Kriterium ein kleines [«], angegeben wird, 


in der Tat reine Glutamins&ure darstellen. Bekanntlich 


' haben wir bei unseren Praparaten aus Tumoren mit Depression 
' der spezifischen Drehung stets Gesamtanalysen angefiihrt und in 
' zwei Fallen nach zwei verschiedenen Spaltungsmethoden reine 
» d(—)-Glutaminsaure isoliert. 


2. 1-Glutaminsiure gehiért bekanntlich zu jenen Aminosiuren, 


' die nach den bisherigen Erfahrungen wihrend der itblichen 
| Saurehydrolyse nicht racemisiert werden. Theoretisch besteht 
natiirlich die Méglichkeit, daB in solchen Fallen die Race- 
| misierungsgeschwindigkeit auBerordentlich klein ist und dadurch 


praktisch bisher nicht in Erscheinung trat, sich aber nun bei 


| genauerer Untersuchung durch den Gehalt von 1—2°/, d-Form 


manifestiert. Bei der Wahl unserer Versuchsbedingungen haben 


| wir seinerzeit absichtlich die kurze Hydrolysezeit}*) von 7 Stunden 


”) Diese Z. 258, 73 (1939). 
18) Wir sind erstaunt, daB manche Autoren viel lingere Zeit (z. B. 
30 Stunden) hydrolysieren, aber anscheinend doch der Meinung sind, daB 


' ihre Versuche als genaue Nacharbeitung unserer eigenen zu werten sind. 
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gewihlit; wir haben uns damals davon iiberzeugt, das 1-Glu. 
aminsiure bei dieser Behandlungsweise zwar eine schwach gel}. 
lich gefarbte Lésung lieferte, aus der aber ein Rohprodukt y 
isolieren war, das nach einmaligem Umkrystallisieren optisc} 
rein ist. Wenn es sich kinftig in der Tat zeigen sollte, dag 
die genannte geringfigige Racemisierung durch die Siurehydrolyy 
selbst hervorgerufen wird, so wird dadurch selbstverstindlich die 
Bedeutung des viel gréBeren Racemisierungsgrades, den wir bei 
malignen Tumoren festgestellt haben, in keiner Weise _beeip. 
trichtigt. Wenn man annehmen will, daB die fraglichen Glutamin. 
siiurereste im Tumoreiwei8 der |-Reihe angehéren, aber ander 
gebunden sind und dadurch leichtere Racemisierung auftritt, 9 
wire man ebenfalls besonderen — aber nun aus |-Bausteine 
gebildeten — Tumorproteinen auf der Spur. Wir geben jedoch 
der einfacheren Annahme den Vorzug, da die d-Aminosiiuren 
im Tumoreiwei8 praformiert sind. 

3. Natiirlich kénnte der beobachtete kleine Gehalt an d-Glut- 
aminsiure auch bei normalen Gewebsproteinen reelle Bedeutung 
besitzen. Wir haben mit dieser Méglichkeit von Anfang an ge- 
rechnet und von ,,sinnvollem und sinnlosem Einbau der d-Amino- 
siuren“ gesprochen. Man darf hierbei nicht aus dem Auge ver- 
lieren, daB es sich bei den stereochemischen Analysen der Ge- 
websproteine bisher nur um ,,statistische‘ Werte handelt. Bei 
der Aufteilung in einzelne Proteine kénnte also irgendein in 
kleiner Konzentration vorhandener EKiweibkérper einen relatiy 
hohen — eventuell sogar den gesamten — Gehalt an d-Bausteinen 
aufweisen. DaB dies keine miibige Spekulation ist, kann jetzt 
schon durch das Beispiel des Bacillus mesentericus vulgatus er- 
erliutert werden, der ,sinnvoll“ ein d-Peptid produziert, d-Glut- 
aminsiure aber nicht als Substrat verwenden kann}4), in seinem 
Betriebsstoffwechsel also auf die 1-Reihe der Aminosiuren ein- 
gestellt ist. 

Wenn wir bei allen Aminosiuren aus Tumorproteinen nie 
mehr als einige Prozent an d-Formen gefunden hitten, wiirden 
natiirlich auch wir die Ergebnisse skeptisch beurteilen. In An- 
betracht des hohen Racemisierungsgrades, den wir bei den Glutamin- 
siure-Priparaten aus malignen T'umoren festgestellt haben, er- 
scheinen aber naturgem&éB auch Abweichungen von 2—8°/,, wie 
wir sie bei relativ gutartigen Geschwiilsten — aber bisher niemals 


‘) Freundliche Privatmitteilung von Herrn Dr. Ivanovics. 
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Glut. fe pei normalen Geweben — fanden, in anderem Lichte. In un- 
vel). [ew mittelbarer Nahe ist fast jede Grenze eine willkiirliche Scheidungs- 
Hinie, wibrend ihre Lage aus gréferem Abstande besehen sinn- 
‘isch [ie gemiB und gerechtfertigt sein kann. Wenn sich die britischen 
daj Autoren dartiber wundern, daB wir z. B. einen Gehalt von 4°/, 
Ly )4-Form bereits als Zeichen einer Stérung des Proteinstoffwechsels 
die fe" auffassen, wahrend 2°/, noch normal sein soll, so méchten wir 
bei fe’ darauf hinweisen, daB man in friherer Zeit mit dem gleichen 
ein. Recht eine Verdoppelung des Blutzuckergehalts als belanglos be- 
nin. " zeichnen konnte, weil d-Glucose in halb so groBer Konzentration 
lers auch im Blut des normalen Organismus nachzuweisen sei. 


ih ae A oP ao 8 


se a III. Methoden und Ausbeuten 
ren Abgesehen von den schon behandelten Punkten richtet sich 


| die Kritik von Chibnall und Mitarbeitern hauptsichlich dagegen, 
ut: daB wir bei der Besprechung unserer Ergebnisse den Nachdruck 
ing | auf den Racemisierungsgrad der isolierten Glutaminsiure legen, 


ve. [ waihrend nach ihrer Auffassung nur die Gesamtausbeute an l- und 
10:  d-Glutaminsiure, bezogen auf das trockne Ausgangsmaterial, 
er.  entscheidend sei. Die britischen Autoren haben aus unseren 
'- [ Zahlenangaben die entsprechenden Totalausbeuten berechnet. Bei 
ei [. den zwei ersten Fiillen unserer 1. Mitteilung — die ja fir die 
in @ neue Arbeitsrichtung entscheidend waren — betrug die Ausbeute 


iv [B 8,27 baw. 9,49°/, des trocknen Ausgangsmaterials. Gegeniiber 
2 — diesen vorziiglichen Ausbeuten finden sich in unseren drei ersten 
it / Verdffentlichungen zahlreiche Fille mit viel kleineren Ausbeuten, 
r immerhin betrigt der Mittelwert von insgesamt 21 Fallen 3,4°/). 
- J Es ist ohne weiteres zuzugeben, da8 wir im Interesse einer raschen 
a 

| 


PMN ee ee 


' Erkundung des neu erschlossenen Gebietes zunichst keinen be- 
» sonderen Wert auf optimale Ausbeuten gelegt haben; wir sind hier- 
| bei von der experimentell begriindeten Voraussetzung ausgegangen, 
e & daB der Racemisierungsgrad bei den isolierten Priparaten infolge 
1 @ der gréBeren Léslichkeit des d,1-Glutaminsiure-hydrochlorids kleiner 
_ @& sein wird als im urspriinglichen Hydrolysat, unsere d-Prozente 
» also als Minimumwerte zu gelten haben. Wie man aus den 
; Zablenangaben unserer inzwischen erschienenen 4. Mitteilung’) 
; berechnen kann, sind die Ausbeuten mit zunehmender Einarbeitung 
| besser geworden (durchschnittlich 4,1°/,); auBerdem zeigt sich z. B. 
| bei Tab. II jener Arbeit (Glutaminsiure aus Benzpyren-Tumoren), 
' daB die aus unseren Analysen gefolgerte Unabhingigkeit von 
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Nekrotisierung und Racemisierungsgrad nicht etwa durch yer. 


schieden hohe Ausbeuten vorgetéiuscht wird: 


Nr. 3a) héchstens 15°/, Nekrosen: 5,4°/, Ausbeute; 14,5°/, d, 
b) mindestens 70°/, "i 3 7% ns 11,8°/, d, 
Nr. 4a) héchstens 15°/, ss 4,9° " 15,3°/, d, 
b) mindestens 70°/, - 7, 20 le ie 14,9°/, d. 


Obschon die Foremansche Methode der Reinigung voy 


Glutaminsiure iiber die Calciumsalze nach den Ergebnissen unsere; 


2. Mitteilung'®) fiir die Isolierung der partiell racemischen Siiure 
nicht zu empfehlen war, haben Chibnall und Mitarbeiter auch 
bei der Fortsetzung ihrer Arbeit diese Methode weiter verwendet, 
daneben wurde aber versucht, Glutaminsiure nach der von uns 
befolgten Vorschrift zu isolieren. Wiahrend die britischen Autoren 
bei den 4 Tumorfallen ihrer im vergangenen Jahre erschienenen 
Mitteilung eine durchschnittliche Ausbeute von 5,9°/, an 1-Glut- 
aminsiiure hatten, haben sie nunmehr bei 2 Fallen von Leber- 
metastasen durch 4-malige Wiederholung der Foremanschen 
Fallung die Ausbeute auf 10,28°/, bzw. 10,08°/, 1-Glutaminsiure 
steigern kénnen, wahrend sie daneben auf diesem Wege nur 
0,22°/, bzw.0,17°/, Ausbeute an d-Glutaminsiure erzielen konnten, 

Als das gleiche Tumormaterial nach unserer Arbeitsweise 
untersucht wurde, erhielten die Autoren nur 2,25°/, bzw. 2,69°/, 
1-Glutaminsiure, neben 0,19 bzw. 0,14°/, Ausbeute an d- Form. 
Uberdies fanden sie jeweils bei der 1. Hydrochlorid-Fraktion die 
niedrigste Drehung (+ 20,8° bzw. + 11,6°), wihrend die darauf 
folgenden Fraktionen ein [a], = + 29,0° bzw. + 31,0° zeigten. 
Damit glauben die britischen Autoren den Schliissel zur Auf- 
klarung des Widerspruchs zwischen ihren und unseren Ergebnissen 
gefunden zu haben: Unter den Bedingungen unserer Isolierungs- 
methode soll die d,l-Glutaminsiure auch in Gegenwart viel gréBerer 
Mengen |-Form vorzugsweise ausgesalzen werden (, preferential 
salting out“). Der Racemisierungsgrad der entsprechenden Frak- 
tionen sei demnach keineswegs charakteristisch fiir die bei kleinen 
Ausbeuten in den Mutterlaugen verbleibende Glutaminsiure. Da 


%) A.a.O. Da die britischen Autoren in einem Modellversuch eine 
partiell racemische Glutaminsiure (a@], = + 15,6°) unter den Bedingungen 
der Foremanschen Methode mit der gleichen bzw. nach dem Umkrystal- 
lisieren mit einer spezifischen' Drehung [«],, = +19,8° zuriickgewinnen konnten, 
halten sie den yon uns festgestellten Léslichkeitsunterschied nicht fiir richtig. 
Leider haben Chibnall und Mitarbeiter versiiumt, unsere Léslichkeits- 
bestimmungen bei den reinen Salzen zu wiederholen. 
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jie Autoren auch aus den Hydrolysaten von Weizen-Gliadin, 
yon normaler Kalbslunge und von Ochsenherz dhnliche kleine 
Ausbeuten an d-Glutaminsiure '*) erhalten haben, kommen sie zu 
der Folgerung, daB das Auftreten dieser Séure in keiner Hinsicht 
ein Charakteristikum der Malignitat sei. 


Wir werden im folgenden zeigen, daB Chibnall und Mit- 
arbeiter auf Grund unzulanglicher Experimente zu groben Fehl- 
schliissen gelangten. 


An erster Stelle fanden wir es auBerordentlich merkwiirdig, 
daB bei unserer Arbeitsweise d, l-Glutaminsaure-Hydrochlorid 
.yorzugsweise ausgesalzen“ werden soll. Bekanntlich haben wir 
in den meisten Fallen die Methode von E. Abderhalden"’) an- 
gewandt. Hierbei wird das Hydrolysat nach Entfernung der 
Hauptmenge der Salzsiure in waBriger Lésung mit gepulvertem 
Cuprooxyd geschiittelt. Hierauf wird filtriert, im Filtrat durch 
Einleiten von H,S das Kupfer entfernt und abermals filtriert. 
Man erhalt auf diese Weise hellgelb gefairbte Lésungen, aus denen 
das Hydrochlorid der Glutaminsiiure durch Sittigung mit HCl 
bei O° ausgefallt wird. Es ist wesentlich fiir die Beurteilung der 
Verhiltnisse, daB auch bei der Foremanschen Methode Glutamin- 
siure zum Schlusse auf die gleiche Weise als Hydrochlorid gefallt 
wird. Der Ausdruck ,,preferential salting out“ ist natiirlich nur eine 
Umschreibung mit Worten, aber keine Erklarung. Warum soll 
dasselbe Fallungsmittel in einem Falle vorzugsweise das d,l-Hydro- 
chlorid, im anderen aber praktisch ausschlieBlich die |-Form zur 
Abscheidung bringen? 

Bekanntlich haben wir in unserer 2. Mitteilung’) festgestellt, 
daB d,l-Glutaminsiure-hydrochlorid in bei 0° gesa&ttigter und des- 
gleichen in 20°/,iger Salzsiure doppelt so léslich ist, wie die reine 
l-Verbindung. Die Untersuchung des ,,ternéiren“ Systems von 
d- und 1-Glutaminsiurehydrochlorid ergab, daB das d,l-Hydrochlorid 
nicht eine racemische Verbindung, sondern ein racemisches 
Gemisch darstellt. Hiernach ist der von den britischen 
Autoren postulierte Effekt im Widerspruch mit der 
Theorie. 


'6) In der Isolierung von einigen Prozent d,l-Asparaginsiure aus Tumor- 
und Normalgewebe sehen die Autoren ein weiteres Beispiel dafiir, dab 
Racemisierung und Malignitit nichts miteinander zu tun habe. Wir verweisen 
hierzu auf unsere Ausfiihrungen in der 4. Mitteilung. 

17) Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden, Bd. II, 492 (1910). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 264 15 
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Aber auch bei der experimentellen Nachprifung, die wi 
seither bei einer betrachtlichen Zahl von Hydrolysat-Analysey 
vorgenommen haben und die wir in dieser und folgenden Mit. 
teilungen mit Zahlenangaben belegen, hat es sich ausnahmslos ge. 
zeigt, daB die spezifische Drehung der isolierten Glutamip. 
siure-hydrochloride von Fraktion zu Fraktion sinkt. 
nicht aber wie bei den britischen Autoren in der 2. oder 
3. Fraktion den Wert der reinen l-Form erreicht. Wohl 
ist es uns dagegen seit dem Beginn unserer diesbeziiglichen 
Untersuchung bekannt, daB die erste Hydrochlorid-Fraktion dure) 
anorganische Chloride verunreinigt sein kann. Chibnall und 
Mitarbeiter bemerken zwar, daB die Reinheit der verschiedenen 
Praparate von umkrystallisiertem Glutaminsiure-Hydrochlorid 
durch Bestimmung des Gesamtstickstofis und durch Titratiop 
kontrolliert worden sei. Leider bringen sie aber keinerlei Zahlen- 
angaben, und es bleibt dahingestellt, ob in der Tat auch die 
fraglichen Fraktionen analysiert wurden. Uberdies scheinen uns 
die genannten Analysen zur Priifung der chemischen Reinheit 
der Priparate unzureichend; wir selbst haben nicht ohne Grund 
bei jedem Praparat mit anomaler Drehung C—H—N-Analysen 
als Beleg angefiihrt. Trotzdem ist bei unseren Praparaten aus 
Tumoren der EKinwand erhoben worden, daB die Erniedrigung 
der Drehung durch analytisch nicht faBbare Verunreinigungen 
mit entgegengesetztem Drehungssinn verursacht sein kénnte. Wir 
haben dies durch Racematspaltungen und Isolierung der d(-—)- 
Glutaminsiure widerlegt. Solange die britischen Autoren nicht 
iiberzeugende Beweise fiir die chemische Reinheit der betreffenden 
Fraktionen erbringen, miissen wir annehmen, daB es ihnen iiber- 
haupt noch nicht gelungen ist, nach unserer Methode d,1-Glut- 
aminsiure aus T'umoren zu isolieren und dab diese Sdure in den 
Mutterlaugen verblieb 4), 


Sachlich wichtiger als dieses negative Resultat ist der 


positive Befund von Chibnall und Mitarbeitern, daB die von 
ihnen untersuchten menschlichen Lebermetastasen nach der 


**) Obschon Lebermetastasen nach unseren Erfahrungen (siehe eine 
der folgenden Mitteilungen) eine stark racemisierte Glutaminsiure liefern, 
ist dies bei den hier relativ kleinen Totalausbeuten der britischen Autoren 
(2,25°/, bzw. 2,69°/, 1-Glutaminsiure) sehr wohl méglich. Bei einem Miuse- 
sarkom erhielten sie zwar nach derselben Methode 4,97°/, 1-Glutaminsiiure, 


doch diirfte in diesem Falle der Racemisierungsgrad an und fir sich 
niedrig sein. 
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Foremanschen Methode 10,28°/, bzw. 10,08°/, Ausbeute an 
1(+)-Glutaminsaure lieferten. Es bestand kein Grund, an diesem 
Ergebnis zu zweifeln, und da wir andererseits nach unserer 
Methode bei Glutaminsiure aus einer menschlichen Leber- 
metastase einen Gehalt von 43,7°/, d-Form fanden, standen wir 
hier in der Tat vor einem Problem, das nicht ohne weiteres 
lésbar schien. Bisher hatten wir angenommen, dab bei der 
Foremanschen Methode der UberschuB an 1-Glutaminsiure an- 
nihernd quantitativ isoliert wird, waihrend die d,l-Form infolge 
der leichteren Léslichkeit ihres Calciumsalzes — besonders unter 
dem EinfluB der vielen Begleitstoffe — in den Mutterlaugen 
verbliebe. Wenn nun aber die von den britischen Autoren 
isolierten 10°/, 1-Glutaminsiure in der Tat nur den Uberschu8 
an dem natiirlichen Antipoden darstellen, miBte der Totalgehalt 
an Glutaminsaéure in derartigen Tumor-Hydrolysaten ganz un- 


| wahrscheinlich hoch sein, um einen d-Wert von 40°/, méglich 


zu machen. Es bliebe somit nur die Méglichkeit, daB bei der 
Foremanschen Methode betrichtlich mehr 1|-Glutaminsdure ge- 
wonnen wurde als ihrem Uberschu8 entsprach — eine Deutung, 
die nicht weniger bedenklich schien als die ,,bevorzugte Aus- 
salzung“ der d,l-Glutaminsiure. 

SchlieBlich fand aber auch dieses Ritsel eine befriedigende 
Lésung, und zwar hat folgender Gedanke weitergeholfen: Die 
beiden Antipoden der Glutaminsiure werden aus einem Milieu 


| yon asymmetrisch gebauten Begleitstoffen isoliert, das haupt- 


sichlich aus einem Gemisch von ]-Aminosduren besteht und mit 
einem optisch aktiven Lésungsmittel zu vergleichen ist. Wahrend 
die physikalisch-chemischen Kigenschaften von d- und |-Glutamin- 
siure — natirlich abgesehen vom Drehungssinn — in waBriger 
Liésung in jeder Hinsicht iibereinstimmen miissen, braucht dies 
in einem optisch aktiven Milieu nicht der Fall zu sein. Theo- 
retisch war also die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, daB sich 
d-Glutaminsiure unter den Bedingungen der Foremanschen 
Methode wenigstens teilweise der Fallung als Calciumsalz ent- 
ziehen kénnte; ein solcher Effekt wiirde dann additiv zu dem 
friher gefundenen hinzukommen. Diese Hypothese hatte den 
Vorzug, einer exakten experimentellen Priifung zugianglich zu sein. 

Unser Arbeitsplan bestand hierin, die natiirliche Glutamin- 
siure aus Hydrolysaten von normalen Organen mit Hilfe der 
Foremanschen Methode méglichst quantitativ zu entfernen und 


dann zu dem zuriickbleibenden Proteinhydrolysat entsprechende 
15* 
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Mengen d,1-Glutaminsaure zuzusetzen. Falls unsere Hypothese false) 
war, muBte nun bei der Wiederholung der Foremanschen Analyse 
die racemische Séure zu regenerieren sein; war unsere Annahme 
richtig, so muBten wir eine Glutaminsiiure mit einem Uber. 
schuB an |-Form erhalten. 

Es wurden zwei unabhangige Modellversuche mit Protein. 
material aus normaler Schweineniere und normaler Kalbslunge 


ausgefiibrt. 


Der Analysengang ist im experimentellen Teil niher 


beschrieben; wir bringen hier die Ergebnisse in Form einer 


tabellarischen Ubersicht: 


Modellversuch mit Schweineniere 


Tabelle I 


210 g lieferten 35,4 g trocknes Proteinmaterial; davon 23,4 g¢ 7 Stunden 
mit Salzsiure hydrolysiert 





Isolierung der vorhandenen 
]-Glutaminsiure 








Isolierung der zugefiigten 
d, 1-Glutaminsiure 





Foreman-Niederschlag (A) 


| 
Y 











2,255 g Glutaminsiure-HCl 
[e], = + 31,0° 


entspricht 1,81 g Glutaminsiure 
bzw. 7,7°/, Ausbeute 


—> Filtrat (B) 


2,0 g d,l-Glutaminsiure zugesetzt, 
dann Foreman-Fillung: 


Niederschlag (C) 


Y 


— >  Filtrat (D) 


| 
Y 











| 
Vv 





aus Mutterlaugen iiber Ca-Salze 
0,776 g Glutaminsiure-HCl 


[a], = + 31,0° 


entspricht 0,662 g Glutaminsdure 
bzw. 2,7°/, Ausbeute 


1,349 g Glutaminsiiure-HCl 
(a], = + 14,3° 

0,262 g Glutaminsiure-HCl 
[a], = + 13,2° 

















Gesamtausbeute: 


2,472 g 1-Glutaminsiure 
entspr. 10,4 °/, 





Regeneriert: 


0,9335 g 1-Glutaminsiure 
0,3569 g d-Glutaminsiure 
also 
von der ]-Form: 938,3°, 
von derd-Form: 35,7°, 


nach verlustreich 
Entfernung 


35,5 mg Glutami 
siure-HCl 


[a], = — 20,7" 
also 
d(—)-Form 
im Uberschui 





der Calciumsalz 

















Wie die Tab. I und II zeigen, ist der Effekt der ,,Racemat- 
spaltung“ bei der Foremanschen Methode viel gréBer als man 


erwarten konnte. 


Wahrend die 1-Komponente des zugesetzten 


Racemats mit sehr guter Ausbeute regeneriert wird, gehen von 
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ore! 



















































Methodisches zur Isolierung der Glutaminsiure-Antipoden 909 









































falset Tabelle I | 
Nalyse Modellversuch mit Kalbslunge 
nahme 230 g Kalbslunge lieferten 43,6 g Proteinmaterial; davon 33,6 g 7 Stunden 
Uber. mit Salzsiure hydrolysiert 
“otein. solierung der vorhandenen Isolierung der zugefiigten 
tas |-Glutaminsiure d, 1-Glutaminsiure 
of : 
naher Poreman-Niederschliige (A) > Filtrate (B) 
ened 1 2,8 g d,l-Glutaminsiure zugesetzt, 
dann Foreman-Fallung: 
© 134 ¢ Glutaminsiure-HCl Niederschlag (C) >  Filtrat (D) 
(o], = + 31,4° _ ‘ 
nden spricht 1,72 g Glutaminsiiure 
baw. 5,1°/, Ausbeute 2,397 g Glutaminsiiure-HCl nach verlustreicher 
Entfernung 
‘ate 0 
l [a], = + 11,85 der Calciumsalze 
¥ 134mg Glutamin- 
wa siiure-HCl 
s Mutterlaugen iiber Ca-Salze Regeneriert: a}, = — 27,2° 
8 a9 ee [e]p 9 
1,151 ¢ Glutaminsiure-HCl |’ 1,321 g |-Glutaminsiure also 
tat, 0,599 g d-Glutaminsiure d(—)-Form 


[ajp = + 31,4° 


pricht 0,922 g Glutaminsiiure 
bzw. 2,7°/, Ausbeute 





rat (D) 
| 








. also 
von der 1l-Form: 94,3°/, 





im UberschuB 





von der d-Form: 42,8°, 
















Y 
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; Y 
‘lustreich 











ernung 
ciumsalz 
Glutami 


s Mutterlaugen iiber Ca-Salze 
161 g Glutaminsiiure-HCl 














Bevor die Versuchsergebnisse 


vorlagen, befiirchteten wir den Kinwand, daB eine unterschied- 


e-HCl [e]p = + 31,2° 
— 20,7° a acl , 
tspricht 0,930 g Glutaminsdure 
Iso bzw. 2,8°/, Ausbeute 
-Form 
ersehub 
Gesamtausbeute: 
3,572 g 1-Glutaminsaure 
entspr. 10,6 °/, 
der d-Form rund 60°/, verloren. 

nat- 
nan 
zten 


von kénnte. 


liche Ausbeute bei der Riickgewinnung der beiden Antipoden auf 
die mangelhafte Entfernung der urspriinglich in den Protein- 
hydrolysaten vorhandenen 1-Glutaminsiure zuriickgefiihrt werden 
Dieser Kinwand 148t sich schon wegen der Ausbeuten 










































i 
; 
} 


210 F. Kégl und H. Erxleben, 


von iiber 10°/, des Proteinmaterials kaum erheben’®) und wird 
vollends durch die Tatsache hinfillig, daB wir aus den Fil. 


traten D — trotz der sehr hohen Konzentration an anorganischey 
Salzen und dem hierdurch erforderlichen verlustreichen Umkry. 
stallisieren — analysenreine Priparate von Glutaminsiure mit 


groBem UberschuB an d-Form isolieren konnten. 

Wie in unserer 4. Mitteilung beschrieben wurde, haben wir 
d,l-Asparaginsiure nach Zusatz zu einem Hydrolysat von Kalhs- 
embryonen unverdndert als Racemat isolieren kénnen, wahrend bei 
einem analogen Versuch mit Proteinmaterial aus Kalbslunge die 
zugefiigte d-Asparaginséure mit einer Ausbeute von 83°/, zu 
regenerieren war. Auf Grund dieser Versuche und in Anbetracht 
der GréBe des bei Glutaminsiure beobachteten Effekts neigen 
wir zu der Annahme, daB es sich in letzterem Fall nicht nur um 
einen allgemeinen EKinfluB des asymmetrischen Milieus handelt. 
Wir halten es eher fiir wahrscheinlich, daB ein gewisser Prozent- 
satz der vorhandenen d-Glutaminsaure in spezifischer Weise z. B. 
an eine 1-Hexonbase gebunden ist und ein solcher ,,Komplex“ 
entweder ein sehr leicht lésliches Calciumsalz gibt oder iiber- 
haupt nicht zur Salzbildung befahigt ist. Jedenfalls beabsichtigen 
wir, die der Erscheinung zugrunde liegenden Ursachen noch naher 
zu untersuchen. 

Um unsere Beweiskette zu schlieBen, haben wir nun bei 
Brown-Pearce-Tumoren zuerst nach der Foremanschen Methode 
l-Glutaminsiure méglichst quantitativ abgetrennt und dann aus 
dem Filtrat der Calciumsalzfillung mittels unserer gewéhnlichen 
Arbeitsweise die d- bzw. d,l-Glutaminsaure isoliert. 


Wie Tab. IIT zeigt, laBt sich aus dem Tumormaterial nach 
Entfernung der Hauptmenge von |-Glutaminsaure aus dem Filtrat 
der Calciumsalze in der Tat die partiell racemische Glutamin- 
siiure isolieren, nun aber mit Uberschu8 an d(—)-Saure! Die 
Totalausbeute ist héher, als sie von Chibnall und Mitarbeitern 
bei normalen oder malignen Geweben gefunden wurde. Aus den 
isolierten Glutaminséuremengen berechnet sich ein Gehalt von 
27.8°/, an d-Form. 

Ks ist nun sehr eindrucksvoll, hiermit das Ergebnis zu ver- 
gleichen, das wir beim gleichen Tumormaterial nach unserer 


%) Chibnall u. Mitarb. haben mit Foreman- Analysen bei normaler 
Kalbslunge 8,71°/,, bei Ochsenherz 11,93°/, Ausbeute an 1-Glutaminsiure 


erzielt. 
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Tabelle III 


Getrennte [solierung von l- und d-Glutaminsidure 
aus Brown-Pearce-Tumoren 


85 g Tumorbrei lieferten 11,1 g trocknes Proteinmaterial, 
das 7 Stunden mit Salzsiure hydrolysiert: wurde 







































solierung der 1-Glutaminsiure Isolierung der d- bzw. d,l-Glutaminsdure 
Foreman-Niederschlag (A) > Filtrat (B) 
| nach Entfernung der Ca-Salze, 
“4 Behandlung mit Tierkohle, 
ante: Kochen mit Salzsiure, 
0,995 g Glutaminsiure-HCl dann Sittigung mit HCl 
[x], = + 30,8° | 
ntspricht 0,797 g Glutaminsiure . 
bzw. 7,2°/, Ausbeute 
wer ete 0,610 g Glutaminsiure-HCl 
{ [a], = — 19,4° 
nach nochmaligem Umkrystallisieren 
us Mutterlaugen fiber Ca-Salze [a], = — 19,8° 
0,163 g Glutaminsiiure-HCl - entspricht 
[a], = + 31,0° 0,095 g 1-Glutaminsiure bzw. 0,9°/, Ausbeute 
ntspricht 0,131 g Glutaminsiiure 0,394 g d-Glutaminsiure bzw. 3,6°/, Ausbeute 
bzw. 1,2°/, Ausbeute 




























Totalausbeute an Glutaminsiiure 12,9 °/, 
a an ]-Form. . . . 98°, 
s and-Form. ... 3,6°%, 











' gewohnlichen Methode, also ohne vorherige Abtrennung der |-Glut- 


aminsiiure, erhalten haben. In diesem Falle fanden wir einen 
d-Gehalt von 26,6 °/,, bezogen auf die den Ausbeuten zugrunde 
liegenden, ersten Krystallisate, von denen die Drehung bestimmt 
worden ist. Wir haben jedoch die d-Werte in unseren Arbeiten 
vorsichtshalber stets von den zur ,,Konstanz“ umkrystallisierten 
Priparaten abgeleitet; nach dieser Berechnungsweise ergibt sich 
ein Gehalt von 25,9°/, d-Form. Die Totalausbeute an Glutamin- 
siure betrigt hier 6,7°/,, jene an d-Form 1,8°/, des Protein- 
materials. Wie man sieht, sind die Ausbeuten bei dieser 
Arbeitsweise nur halb so hoch, trotzdem finden wir aber 
das gleiche Verhaltnis von l- zu d-Form! 

Bei der zuletzt genannten Analyse eines Brown-Pearce- 
Tumors haben wir zu Vergleichszwecken ausnahmsweise eine 
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20 stiindige Hydrolyse ausgefiihrt; wir fanden jedoch bei der iiblichey 
Hydrolysenzeit von 7 Stunden ebenfalls Werte von 28—30°/, a 
d-Form?). In unserer 1. Mitteilung ist fir Brown-Pearce. 
Tumoren ein d-Gehalt von 44,5°/, bzw. 42,6°/, angegeben. Das 
betreffende Tumormaterial haben wir damals vom Pathologischey 
Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld 
erhalten. Die nunmehr verarbeiteten Tumoren sind in unserem 
eigenen Institut geziichtet worden; hierbei ist es uns aufgefallen, 
daB die Lebensdauer der ersten, mit Material aus dem Elberfelde 
Laboratorium beimpften Kaninchen betrachtlich kirzer war als jene 
der folgenden Serien. In diesem Zusammenhang ist der Riickgang 
des d-Gehalts sicherlich bemerkenswert; die Vermutung, daf hier. 
bei Rassenunterschiede des verwendeten Tiermaterials eine Rolle 
spielen, liegt vor der Hand, eine Entscheidung hieriiber muB8 jedoch 
kiinftigen Versuchen vorbehalten bleiben. 


Fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten sind wir der Rocke. 
feller-Foundation sehr zu Dank verpflichtet. Wie bisher hat 
auch das Werk W.-Elberfeld der I.G. Farbenindustrie A.-G. 


unsere Untersuchungen geférdert. 


Experimenteller Teil 
Modellversuch mit Schweineniere 


210 g Schweineniere lieferte nach der iiblichen Extraktion J 


23,4 g Geweberiickstand und 12 g Alkoholfallung. 23,4 g davon 
wurden mit 74 ccm konzentrierter HCl 7 Stunden hydrolysiert, 
das Hydrolysat verdiinnt, filtriert und im Vakuum wiederholt zur 
Trockne gedampft zur Entfernung der iiberschiissigen Salzsiure. 
Nach der von Chibnall*) und Mitarbeitern angewandten Methode 
wurde der in wenig Wasser aufgenommene Riickstand mit einem 
UberschuB von frisch gefalltem CaOH),, das als Brei zugefiigt 
wurde, versetzt und filtriert. Der Riickstand wurde 3mal mit 
heiBem Wasser gewaschen, Filtrat und Waschwiasser im Vakuum 
auf 200 ccm eingeengt und mit 1800 ccm absolutem Alkohol 
unter kriftigem Rihren versetzt. Der Niederschlag wurde sofort 
abgesaugt und mit absolutem Alkohol gewaschen. Niederschlag (A, 
Filtrat (B). 

Der Niederschlag A wurde in 500 com warmem Wasser ge- 
lést und mit Oxalséure versetzt, solange noch etwas austiel. 


0) Das gleiche Tumormaterial wurde zu den in der 5. Mitteilung be- 
sehriebenen Fiitterungsversuchen verwendet. 
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Danach wurde zentrifugiert, der Riickstand gut ausgewaschen und 
Lisung und Waschwasser im Vakuum auf ein kleines Volumen 
eingeengt, worauf das noch vorhandene Ca” durch weiteren Zu- 
satz von Oxalsiure entfernt wurde. Das vom Calciumoxalat be- 
freite Filtrat wurde im Vakuum weitgehend eingeengt und zur 
Abscheidung der Glutaminsiure mit HCl gesittigt. 1,85 g Glutamin- 
siurehydrochlorid, nach nochmaligem Kinengen und Einleiten von 
HCl weitere 685 mg. Beide Fraktionen wurden zusammen um- 


| krystallisiert?") und lieferten 2,255 g Glutaminsaure-hydrochlorid. 


+ 1,59 - 100 


i eae ees ee) 


Ausbeute 1,81 g Glutaminsiiure = 7,7 °/, des Ausgangsmaterials. 

Die Mutterlaugen der Glutaminsiurefraktionen wurden ver- 
einigt, im Vakuum vom Uberschu8 HCl befreit und in der oben 
beschriebenen Weise nochmals mit Ca(OH), versetzt und mit 
absolutem Alkohol gefallt. Nach der entsprechenden Aufarbeitung 
wurden so 2 weitere Fraktionen von insgesamt 847 mg Glutamin- 
siure-hydrochlorid erhalten. Nach einmaligem Umkrystallisieren 


106 mg. + 1,57 - 100 


[a], = ~~ =+ 310°. 


Ausbeute 622 mg Glutaminsiure = 2,7°/, des Ausgangs- 
materials, Gesamtausbeute 10,4°/,. Auf eine weitere Aufarbeitung 
der Mutterlaugen wurde verzichtet. 

Das Filtrat B wurde mit H,SO, neutralisiert und vom aus- 
gefallenen CaSO, abfiltriert. Das Filtrat wurde im Vakuum zum 
dimnen Sirup eingeengt, mit 2 g d,l-Glutaminsiure versetzt und 
genau in der oben beschriebenen Weise mit Ca(OH),-Brei versetzt 
und mit dem 9-fachen Volumen absolutem Alkohol gefallt. Auf 
diese Weise erhielten wir einen Calciumsalz-Niederschlag C und 
ein Filtrat D. 

Die Aufarbeitung des Niederschlages C lieferte eine Fraktion 
von 1,45 g Glutaminsaure-hydrochlorid, die nach einmaligem Um- 
krystallisieren 1,349 g Hydrochlorid ergab. 

fain aes = + 148°. 

Demnach besteht diese Fraktion aus 27,4°/, d-Form und 

12,6 °/, 1-Form. 





21) Das Umkrystallisieren des Glutaminsiiure-hydrochlorids erfolgte 
stets aus 20 °/, HCl. 
22) Alle Drehungen wurden in 9°/, HCl vorgenommen. 
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Analyse): 4,160 mg Subst.: 4,99 mg CO,, 2,05 mg H,O. — 4,800 mg 
Subst.: 0,329 eem N, (22°, 745 mm). 
C;H,O,N-HCl1 (183,5) Ber. © 32,70 H._ 5,50 N 7,64 

Gef. ,, 32,7 » 0,01 io gd 


Eine 2. Fraktion von 300 mg lieferte nach Umkrystallisieren 262 mg 


Glutaminsiure-hydrochlorid. 
+ 0,62 - 100 


sac “dilipndicplaiastittidehiiewiint>- “Sh 290 
[e]> = 172 + 13,2°. 
Diese Fraktion enthalt also 29°/, d-Form und 71°/, 1-Form. 
4,341 mg Subst.: 5,22 mg CO,, 2,12 mg H,O. — 4,456 mg Subst. 


0,291 cem N, (22°, 766 mm). 
Gef. C 32,80 H_ 5,46 N 7,62. 


Auf die zugefiigte Menge d,1-Glutaminsaiure bezogen, betriigt 
die Ausbeute an isolierter 1-Glutaminsiure 93,3°/,, an isolierter 
d-Glutaminsiure dagegen nur 35,7°/,. 

Das Filtrat D wurde zunichst mit H,SO, uneutralisiert, 
filtriert, das Filtrat eingeengt und nochmals von ausgefallenem 
CaSO, befreit. Die Lésung wurde durch Kochen mit Tierkohle 
gereinigt, das Filtrat mit HCl */, Stunde gekocht und dann im 
Vakuum bis zum diinnen Sirup eingeengt. Es wurden 2 Kry- 
stallisate isoliert, die jedoch sehr viel anorganisches Material 
enthielten und daher nur mit groBen Verlusten umkrystallisiert 
werden konnten. Es gelang schlieBlich nur, 35,5 mg eines asche- 
freien Produktes von 

— 1,04 - 100 


oe ¢ 70 
[e], = — — 20,7 ° 
zu erhalten. 

4,250 mg Subst.: 5,10 mg CO,, 2,07 mg H,O. — 5,031 mg Subst.: 
0,344 eem N, (22°, 747 mm). 


Gef. C 32,73 H 5,45 N 7,78. 


Modellversuch mit Kalbslunge. 230 g frische Kalbslunge lieferten 
nach der Extraktion mit Kochsalzlésung 28,1 g Geweberiickstand 
und 15,5 ¢ Alkoholfallung. Davon wurden 33,6 g mit 100 ccm 
konz. HCl 7 Stunden lang hydrolysiert. Die Aufarbeitung und 
Ausfallung der Glutaminsiure erfolgte entsprechend der fiir die 
Schweineniere angegebenen Methode. NiederschlagA,, FiltratB,. 
Die Calciumsalz-Fallung A, war sirupés und sehr verunreinigt 
und gewichtsmaBig ziemlich gering. Deshalb wurde das Filtrat B, 
eingeengt und nochmals in der gleichen Weise eine Calciumsalz- 
fallung vorgenommen. Niederschlag A,, Filtrat B,. 


8) Die Analysen wurden von P. Hubers, Amsterdam, ausgefiihrt. 
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Die Calciumsalze A, und A, wurden vereinigt und wie oben 


' auf Glutaminsiure aufgearbeitet. Die ersten Fraktionen betrugen 


1,07 baw. 1,29 g rohes Glutaminsaéure-hydrochlorid, nach eimmaligem 


| Umkrystallisieren 982 mg bzw. 1,152 g. 


+ 1,60 - 100 _ 


: [olp = — 5,09 - — 

he + 1,56-100 _ 

: paen : 9 : ‘ 0 
i cialis ansaid ase 


Ausbeute 1,72 g Glutaminsiure = 5,1°/, des Ausgangsmaterials. 
Aus den Mutterlaugen der Glutaminsiurefraktionen wurde 


' nach erneuter Reinigung iiber die Calciumsalze ein weiteres Roh- 
> krystallisat von 1,28 g Hydrochlorid gewonnen. Nach einmaligem 
' Umkrystallisieren 1,151 g Glutaminsdure-hydrochlorid. 


+1,56-100 : 
[elp = 4, 97 as 4- 31,4°. 


Ausbeute 922 mg Glutaminsiure = 2,7°/,. 
Nochmals wurden alle betreffenden Mutterlaugen gesammelt, 


vom UberschuB HCl befreit und iiber die Calciumsalze gereinigt. 


Auf diese Weise wurden noch 1,294 g rohes Glutaminsiure-hydro- 


' chlorid erhalten. Umkrystallisiert 1,161 ¢ 


Ausbeute 930 mg Glutaminsiure = 2,8°/,. Gesamtausbeute 


an Glutaminséure demnach 10,6°/,. 


Das Filtrat B, wurde mit H,SO, neutralisiert und filtriert. 
Das Filtrat wurde im Vakuum zum diinnen Sirup eingeengt und 


mit 2,8 g d, l-Glutaminsiure versetzt. Nunmehr erfolgte wiederum 
| die oben beschriebene Fallung der Calciumsalze. Niederschlag C, 
> Filtrat D. 


Die Aufarbeitung des Niederschlages C lieferte 2,59 g rohes 


| Glutaminsiiure-hydrochlorid; nach einmaligem Umkrystallisieren 
F 2,397 g. 


ae 
[a]p = - 4,89 ace +11,85 . 


Die Fraktion erhalt demnach 31,2°/, d-Form und 68,8°/, 


: |-Form. 


4,379 mg Subst.: 5,25 mg CO,, 2,17 mg H,O. — 4,230 mg Subst.: 


| 0,272 cem N, (21°, 774 mm). 


Gef. C.32,70 
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Auf die zugefiigte Menge d, l-Glutaminsiure bezogen, be. 
tragt die Ausbeute an isolierter |-Glutaminsdure 94,3°/ | a 
isolierter d-Glutaminséure dagegen nur 42,8°/,. 

Das Filtrat D wurde mit H,SO, neutralisiert, filtriert, da 
Filtrat eingeengt und nochmals von ausgefallenem CaSO, befreit, 
Die Liésung wurde durch Kochen mit Tierkohle gereinigt, da; 
Filtrat 1/, Stunde mit HCl gekocht und im Vakuum zum diinnen 
Sirup eingeengt. Es wurden insgesamt 3 Krystallisate mit sebr 
viel anorganischen Beimengungen isoliert. Nach wiederholten 
Umkrystallisieren lieBen sich 185 mg eines aschefreien Produktes 
erhalten. 


— 1,10 - 100 
ih nmin te on BO 
[a]p 4,97 22, ; 
Nochmals umkrystallisiert, 134 mg aus 162 mg. 
— 1,37 - 100 ia is 
[lp = Egg = 27,2". 


3,970 mg Subst.: 4,79 mg CO,, 1,97 mg H,O. — 3,952 mg Subst.: 
0,255 eem N, (22°, 774 mm). 


Gef. C 32,91 H 5,55 N 7,60, 


Getrennte Isolierung von l- und d-Glutaminséure aus Brown- 
Pearce-Tumoren. 85g Brown-Pearce-Tumoren ergaben nach der 
Kochsalzextraktion 11,1 g Trockenmaterial, das in der iiblichen 
Weise hydrolysiert wurde. Nach Entfernung der iberschiissigen 
HCl im Vakuum wurde in der oben beschriebenen Weise die 
Fallung der Calciumsalze vorgenommen. Niederschlag A, 
Filtrat B. 

Aus dem Calciumsalzniederschlag A konnten zwei Frak- 
tionen von 788 mg bzw. 306 mg Glutaminsiure-hydrochlorid isoliert 
werden, nach einmaligem Umkrystallisieren 995 mg. 


+ 1,53 - 100 
[e]p = — 4.99 = +30,8°. 


Ausbeute 797 mg Glutaminsiure = 7,2°/, des Ausgangs- 
materials. 

Die Mutterlaugen der Glutaminsiure-Fraktionen wurden vom 
Uberschu8 HCl befreit und mit dem Riickstand nochmals eine 
Calciumsalzfallung vorgenommen. Auf diese Weise wurden 
weitere 184 mg Glutaminsiure-hydrochlorid gewonnen. Un- 


krystallisiert 163 mg. 


: P10 on 
[aly = — 4.97 = +31,0°. 
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| 0,275 eem Ny (22°, 774 mm). 


‘Vakuum eingeengt und nochmals filtriert. 


HCl gesittigt. 
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Ausbeute 131 mg Glutaminsiure = 1,2°/, des Ausgangs- 
Gesamtausbeute an 1|-Glutaminsiure = 8,4°/,. 


4,119 mg Subst.: 4,94 mg CO,, 2,04 mg H,O. — 4,281 mg Subst.: 


Gef. 


Das Filtrat B wurde mit H,SO, neutralisiert, filtriert, im 
Das Filtrat wurde 
mit Tierkohle gereinigt, danach 1 Stunde lang mit HCl gekocht, 
in Vakuum bis auf ein geringes Volumen eingeengt und mit 
Es wurde eine Fraktion von 700 mg rohem 
Glutaminsaure-hydrochlorid erhalten, nach einmaligem Umkrystal- 
lisieren 610 mg. 


C 32,71 H 5,54 N 7,57. 


— 0,97 - 100 


[e|p = . 4,99 = 19,4 ’, 


Nochmals umkrystallisiert, 547 mg (aus 590 mg). 


— 0,98 - 100 
[lp = 4,94 





= —19,8°. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 81,1°/, d-Form und dem- 


} nach 18,9°/, 1-Form. 


4,312 mg Subst.: 5,19 mg CO,, 2,14 mg H,O. — 4,296 mg Subst.: 


| 0,280 cem N, (21°, 774 mm). 


Gef. C 32,83 H_ 5,55 N 7,71. 


Glutaminséure aus Brown-Pearce-Tumoren. Aus Brown- 


Pearce-Tumoren wurden 13 g Trockenmaterial erhalten, das mit 


40 com konzentrierter HC] 20 Stunden lang hydrolysiert, im iibrigen 


F aber in der gewohnten Weise aufgearbeitet wurde. 


Die erste Fraktion von Glutaminsiure-hydrochlorid betrag 


904 mg, nach Umkrystallisieren 818 mg. 


+ 0,79 - 100 


ol cnn ve. enamel e 0 

Umkrystallisiert 727 mg (aus 795 mg). 
OR Te 
[e]p = “, 5,03 = +16,3°. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 24,3°/, d-Form. 
Die zweite Fraktion bestand aus 298 mg Hydrochlorid, um- 


) krystallisiert 268 mg. 


+ 0,56 - 100 


[ely = a = +11,5°. 
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Umkrystallisiert 223 mg (aus 245 mg). 


_ +0,60-100 | : 
[ap ee ere ~ 5,06 = +11,9 ° 














Die Drehung entspricht einem Gehalt von 31,2°/, d-For, 


Aus den ersten Krystallisaten berechnet sich ein d-Gehalt yon 
26,6°/,; aus den zur ,Konstanz“ umkrystallisierten Priparaten — 
die wir iiblicherweise der Berechnung zugrunde legen — ergibht 
sich ein d-Gehalt von 25,9°/,. 

Die Totalausbeute an freier Glutaminsiure betragt 6,7°), 
die an d-Form 1,8°/, des eingesetzten Proteinmaterials. 





Analyse der 2. Fraktion: 
3,951 mg Subst.: 4,76 mg CO,, 1,98 mg H,O. — 4,723 mg Subst.: 
0,304 cem N, (22°, 774 mm). 
Gef. C 32,86 H 5,61 N 7,59. 


Léslichkeit des l- und d,l-Calcium-glutaminats in Alkohol der 
Dichte 0.8338 (27°) bei 199 + 1° (A. M. Akkerman.) Die 
Einstellung des Gleichgewichts erfolgte durch Schiitteln der 
Lésungen bei 19°+ 1°, und zwar zum Teil von der zuvor er- 
wirmten Lésung aus. 

Die Léslichkeit des d,1l-Calcium-glutaminats betrug 0,35: 
0,33; 0,37; 0,42 g/100 g gesattigter Lésung. Das 1-Calciun- 
glutaminat zeigte eine Léslichkeit von 0,02; 0,01; 0,01, 0,01 
g/100 g¢ gesattigter Loésung. 








Analyse d,l-Calecium-glutaminat: 
4,973 mg Subst.: 5,18 mg CO,, 1.95mg H,O. — 4,195 mg Subst.: 
0,208 cem N, (21°, 762 mm). — 3,896 mg Subst.: 2,630 mg CaSQ,. 


C,H,NO,Ca-H,O (203) Ber. C 29,55 H 4,43 N 6,90 Ca 19,7 
oe. | 241 , 488 «4 OF », 19,87. 





Analyse ]-Calcium-glutaminat: 
3,679 mg Subst.: 4,00 mg CO,, 1,58 mg H,O. — 4,191 mg Subst.: 
0,243 eem N, (22°, 762 mm). — 4,129 mg Subst.: 2,889 mg CaSQ,. 
Gef. C 29,65 H 4,81 N 6,73 Ca 20,6. 


Wir lassen hier noch die Analysen der Calciumsalze folgen, mit denen 
die in unserer 2. Mitteilung**) angegebenen Léslichkeitsbestimmungen aus- 


gefiihrt wurden. 





*4) Diese Z. 261, 153 (1939). 
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Analyse d,l-Calcium-glutaminat: 


3,679 mg Subst.: 4,84 mg CO,, 158mg H,O. — 4,014 mg Subst.: 


' 0,285 eem N, (21 ® 757 mm). — 3,520 mg Subst.: 1,407 mg CaSQ,. 


(C,H,O,N).- Ca (332) Ber. C 36,18 
Gef. ,, 35,91 


H 4,82 
» 3,81 


N 8,44 Ca 12,08 
» 8,21 + eg ee 


Analyse 1|-Caleium-glutaminat: 
3,589 mg Subst.: 4,72 mg CO,, 159mg H,O. — 4,122 mg Subst.: 


E 0,292 cem N, (22°, 757 mm). — 3,422 mg Subst.: 1,383 mg CaSOQ,. 


Gef. C 35,88 H 4,96 N 8,15 Ca 11,90. 


Wie die Analysen zeigen, scheinen die (nicht krystallisierten) 


' Calciumsalze der l- bzw. d,l-Glutaminséure je nach den Unm- 
 stinden bei der Darstellung verschieden zusammengesetzt zu sein. 
' Die Léslichkeitsunterschiede zwischen Antipoden und Racemat 
| bleiben jedoch in der gleichen GréBenordnung. 
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Uber die Sonderstellung der d-Glutaminsaure 
bei Versuchen mit d-Aminosdureoxydase 


7. Mitteilung iiber die Chemie der Tumoren’) 
Von 


F. Kogl, H. Herken und H. Erxleben 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1940) 


Wie schon in der 1. Mitteilung’) dieser Arbeitsreihe hervor- 
gehoben wurde, erscheint es angezeigt, die eigenartige stereo- 
chemische Substratspezifitat der Aminosiureoxydasen in Zu- 
sammenhang mit dem Tumorproblem niher zu untersuchen. Be- 
kanntlich werden nach den Arbeiten von H. A. Krebs’) die meisten 
Aminosiuren der d-Reihe durch Gewebeschnitte im Mittel etwa 
10mal rascher desaminiert als ihre natiirlichen Antipoden. In 
einer spaiteren Arbeit hat der gleiche Autor mitgeteilt*), daB die 
(bei den Gewebeschnitten nicht untersuchte) d-Glutaminsiure 
durch die auf die nicht natiirliche Konfiguration eingestellten 
Enzympriaparate von allen untersuchten d-Aminosduren am lang- 
samsten desaminiert wird. Wahrend man damals keinen Grund 
hatte, diesem Befund besondere Bedeutung beizumessen, ist die 
auch in diesem Falle zu beobachtende Sonderstellung der Glut- 
aminsiure durch die neuen Erkenntnisse iiber den Bau der Tumor- 
proteine sehr bemerkenswert geworden. 

Wir haben uns zunichst davon iiberzeugt, daB d-Glutamin- 
sure nicht nur bei den Enzymextrakten, sondern auch unter 
den physiologischeren Bedingungen der Gewebeschnitte im Ver- 
gleich zu d-Valin, d-Leucin und d-Phenylalanin sehr langsam an- 
gegriffen wird. Im Gegensatz zu diesen Verhiltnissen bei den 
d-Verbindungen ist die Lage bei den natiirlichen Aminosiuren 


1) 6. Mitt. Diese Z. 264, 198 (1940). 

2) Diese Z. 258, 81, 87 (1939). 

5) Diese Z. 217, 191 (1933); 218, 157 (1933). 
*) Biochemie. J. 29, 1620 (1935). 
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gerade umgekehrt; hier werden die am normalen Proteinstoff- 
wechsel sehr aktiv beteiligten Aminodicarbonsiuren besonders 
' schnell desaminiert, wobei allerdings nicht 1-Glutaminsaure, sondern 
| |-Asparaginsaure an der Spitze steht. 


Tabelle I 


Desaminierung von ]- und d-Aminosiduren durch Gewebe- 
schnitte der Rattenniere 


: Konzentration m/100; Werte nach Abzug der spontanen Ammoniakbildung 5) 



































Qnxu,-Werte 
cht) re : OS ee Ea Bio oR a a 
Asparaginsiure |Glutaminsdure | Leucin | Phenylalanin | Valin 
— —_~ — = = ——peeee “ ] rote emt — = | = = i — - 
|-Form +5,6 SS aa ‘ie 1 eta 
d-Form = +0,7 | +74 | +7,1 | +9,0 
hervor- oT ae ST | eae | 0.2. et 98 ie e8 1] 4 ; aa F 
stereo- | an | ae 7 “ss Vv, (,0 
n Zu- 1... @yu, der d-Form 
n. Be Wie man sieht, zeigt das Verhaltnis —~—*——_____ = Qa, 
natal : Qnu, der 1-Form 
eisten , ee , ia 
1 etwa ie bei Glutaminséure einen sehr niedrigen Wert. Es war daher 
n In we OO Interesse, zu priifen, wie weit die Werte fiir Qay, bei Ge- 
aB ie webeschnitten von verschiedenen Rattennieren voneinander ab- 
ies | weichen. 
: Tabelle I 
tellten 
Q Desaminierung von 1(+)- und d(—)-Glutaminsaiure 
lang- ns 
Peete’ 4 durch Gewebeschnitte von Rattennieren 
i ie 4 Konzentration m/40- Qnu, Werte nach Abzug der spontanen NH,-Bildung 
Glut. o ad 
| ‘ Onn, Cnn, 
umor- aj 
q 1 (+)-Glutaminsiiure |d(—)-Glutaminsiure 
amin- q +3,8 +2,] 0,55 
_ +4,1 +3,7 0,9 
unter ie +24 +16 0,67 
Ver- & +2,5 +1,7 0,68 
man- +-5,9 + 2,45 0,41 
den +7,3 +2,5 0,34 
| oe oe +3,3 +19 0,36 
diuren i +2,7 +1,25 0,46 
q + 2,9 + 1,9 0,65 
Durchschnittswerte : 
+3,9 +2,0 | 0,51 


) Vgl. *) S. 197. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 264 
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Wie man sieht, treten bei Gewebeschnitten von Rattennierey 
verschiedener Tiere nicht unerhebliche Schwankungen auf, der 
Quotient Qa, bleibt aber, abgesehen von dem extremen Wert 
von 0,9, weit unter 1. Der im Mittel gefundene Qan-Wert (0,51) 
iibertrifft jenen von Tab.I. Fiir die Beurteilung der Quotienten Q,, 
muB auf zwei Punkte hingewiesen werden. Zunichst hat H. A. 
Krebs*) festgestellt, daB bei den Nieren von Meerschweinchen 
und Kaninchen die Synthese von |-Glutamin rascher verliuft als 
die Desaminierung von 1-Glutaminsiure. Da eine Anhiufung 
von Glutamin stattfindet, tritt in diesem Fall kein freies Am- 
moniak auf. Bei Ratten- und Schafnieren findet man dagegen 
nebeneinander Glutamin und Ammoniak als Reaktionsprodukte., 
Hieraus folgt, daB die bei unseren Versuchen gemessenen Qyy,- 
Werte Minimumwerte fiir die Desaminierung der 1-Glutaminsiure 
darstellen, die wirklichen Qaj-Werte also noch niedriger liegen. 

Weiterhin wird die GréBe der Quotienten Qa, durch die 
Konzentrationsunterschiede beeinflu8t. Die Konzentration von 
m/100 (Tab.I) scheint nach den in der Literatur niedergelegten 
Erfahrungen fiir die Desaminierung der l-Aminosauren annihernd 
optimal zu sein, wahrend jene der d-Formen bei Konzentrationen 
von m/20 das Maximum erreicht’). Die orientierenden Versuche 
der Tab. III scheinen dies zu bestitigen. 


Tabelle III 
Desaminierung von einigen d- und l-Aminosiéiuren 
in Abhingigkeit von der Konzentration 
Qyy,~ Werte nach Abzug der spontanen NH,-Bildung 


























d (—)-Glutaminsiure d (—)-Valin 
m/40 =| = m/l100s | Ss m/40—s |S m/100 
aa: | | ee +140 || aon 














m/40 | m/100 


m/40 La m/100_ 


1(+ )-Glutaminsiure ee | | ] (+-)-Asparaginsiure 


: = 
+2,9 +3,1 +5,6 | +5,6 


Wie sich aus diesen Zahlenwerten ergibt, ist die Desami- 
nierung der untersuchten l-Aminosiuren weniger konzentrations- 
abhingig als jene der d-Verbindungen. 


6) Biochemie. J. 29, 1951 (1935). ) Vgl. 4) S. 203 und *) S. 1634. 
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Bekanntlich ist die oxydative Desaminierung, abgesehen von 
der Niere, nur noch in Leber gut meBbar. Wir haben daher 
gepriift, ob das Verhiltnis der Desaminierung von 1- und d-Form 
auch bei Rattenleber Ahnliche Werte zeigt; dies ist in der Tat 
der Fall. 

Tabelle IV 


Desaminierung von l- und d-Aminosfiuren durch Gewebe- 
schnitte von Rattenleber und -niere 














Aminosiure Leber Pan Niere Qaj 
|(+)-Glutaminsiiure +1,9 | - 36 : 
d(—)- = +-0,7 0,37 4 2,0 0,56 
I(+)-Valin . . . . +0,7 | — 
oe eo + 2,2 a +14,5 } 12,1 








In Kinklang mit den Befunden von H. A. Krebs*) bei Ratten- 
carcinom fanden wir, daB an Gewebeschnitten von Jensen- 
Sarkom und von Benzpyrentumoren nach Zusatz von l- bzw. d- 
Aminosduren nur minimale Desaminierungswerte festzustellen sind. 

Da alle bisher genannten Versuche sich auf Rattenorgane 
beziehen, schien es wiinschenswert, die Desaminierung der d(—)- 
Glutaminsiure zum Vergleich auch bei den Nieren einiger an- 
derer Tiere zu bestimmen. 


Tabelle V 
Desaminierung einiger d-Aminosduren durch Nierenschnitte 
von verschiedenen Tieren 
Konzentration m/100. Qnu, Werte nach Abzug der spontanen NH,-Bildung 

















Aminosiiure Ratte Schwein Schaf 
d(—)-Glutaminsiiure . . +0,7 +1,9 +1,1 
d(+)-Leuecin. ..... +8,1 +9,1 + 5,5 
€(—} VGN cacs sas +9,1 + 6,4 +-6,1 


Wie man sieht, zeigt die Desaminierung der d(—)-Glut- 
aminsiure auch bei Schweine- und Schafniere den charakteristi- 
schen niedrigen Wert. 

Zur Priifung der Frage, ob die Sonderstellung der d-Glut- 
aminsiure bei der oxydativen Desaminierung in irgendeinem Zu- 
sammenhang steht mit dem Auftreten dieser Siure als Baustein 
von Tumorproteinen, war es angezeigt, auch die Desaminierung 
der d-Asparaginsiiure zu untersuchen. Diese letztere Saure haben 
16* 
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wir bekanntlich bisher bei den Analysen von Tumorhydrolysate 
nicht angetroffen, so daB sie jedenfalls nicht in nennenswerte 
Menge anwesend sein diirfte*’). Da uns d-Asparaginsaure nich 
zur Verfiigung stand, haben wir die d,i-Verbindung mit d-Amino. 
siureoxydase (Aceton-Trockenpulver aus Schweine- und Schaf. 
niere) untersucht. 

Tabelle VI 


Oxydative Desaminierung von d,l-Asparaginséure und andera 
Aminoséuren durch d-Aminosiureoxydase 


Aceton-Trockenpulver aus Schweineniere. Konzentrationen m/20 bei 4d). 
m/40 bei d- a sail Pu 7,4, Versuchsdauer 50 Minuten 

















Aminosiiure O, in cmm NH, in cmm 
d, 1-Glutaminsiure ; — 3,5 + 6,8 
d,l-Asparaginsiure . . — 31,6 + 64,5 
d(+)-Leuein ..... — 57,0 +116,5 
Gen. GS as cy — 78,5 + 159,0 
Aceton-Trockenpulver aus Schafniere. Versuchsbedingungen wie oben 
d, 1-Glutaminsiure : — 14,0 + 25,0 
d,l-Asparaginsiiure .. . — 94,0 + 206,0 
d (+)- ne bi ta te — 68,0 +134,0 
d, 1-Serin : a — 42.8 + 82,0 








Aus diesen Versuchen geht hervor, daB d-Asparaginsiure 
viel besser desaminiert wird als d-Glutaminsiure. 
dieses Ergebnis nicht erwartet, da H. A. Krebs‘) bei einem Ver- 
such mit d ,1-Asparaginsiure — allerdings unter anderen Be. 
dingungen — nur etwa eine 3mal raschere Desaminierung der 
d- Asparaginsiure gefunden hat. 


Bei der Beurteilung der vorliegenden Ergebnisse wird maf - 
geneigt sein, die extrem langsame oxydative Desaminierung dey 
d-Glutaminsiure und die besondere Stellung dieser Saiure untef © 
den d-Bausteinen von Tumorproteinen nicht als zufalliges Zp) 


sammentreffen zweier Erscheinungen zu werten. 
bei den anderen Aminosiuren zeigt, besteht aber sicher keine 
einfache Beziehung zwischen der Geschwindigkeit der Desaminie- 
rung der d-Aminosduren und ihrem Auftreten in Tumorproteinet 
An und fir sich ist dies selbstverstandlich, da es sich bei det 
Lieferung der verkehrten Bausteine ja nur um einen Teilvor- 
gang®) in den Reaktionsketten handeln kann, deren Endergebnis 





8) Diese Z. 263, 112 (1940). 
*) Vgl. unsere 1. Mitteilung, Diese Z. 258, 88, 89 (1939). 
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"yn der Entartung des Wachstums fiihrt. Man darf iberdies 
Mnicht auBer acht lassen, dab die oxydative Desaminierung in 
anderen Geweben als jenen von Niere und Leber recht gering- 
figig oder tiberhaupt nicht nachzuweisen ist. Es scheint also, 
daB es sich hier in erster Linie um einen zentralen Regulations- 
“mechanismus handelt, der natiirlich die Vorginge in den an- 
deren Geweben des Organismus beeinflussen wird. Vorliufig laBt 
sich aber nur sagen, daB wir iiber die physiologische Funk- 
‘tion!’) der d-Aminosaéureoxydase kaum besser unterrichtet sind 
als tiber ihre Rolle im pathologischen Fall der Tumorgewebe. 
Wir haben die Fortsetzung dieser Untersuchung zuniichst 
‘zuriickgestellt, da im Februar des Jahres eine vorlaufige Mit- 
‘teilung von F. Lipmann?, O. K. Behrens, E. A. Kabit und 
’D. Burk zu unserer Kenntnis kam, die wir durch eigene Ver- 
suche zu kontrollieren wiinschten. Die genannten Autoren haben 
inimlich versucht, mit Hilfe eines Fermentpraparats von d-Amino- 
Ssiureoxydase den d-Aminosduregehalt von Saurehydrolysaten zu 
bestimmen. Sie fanden hierbei keinen charakteristischen Unter- 
‘schied zwischen jenen aus Tumor- und Normalgeweben, wihrend 
‘sie nach ihrer Angabe zugefiigte d,l-Glutaminsiure nachweisen 
‘konnten. Sie ziehen hieraus den SchluB, daB die Hauptfolgerung, 
'idie wir aus unseren Befunden gezogen haben, nicht langer auf- 
‘yrecht zu erhalten sei. 

: Nach Lage der Dinge hat es uns natiirlich sehr interessiert, 
“Pedie Stichhaltigkeit dieser negativen Versuche zu priifen, die 
‘unsere — inzwischen noch sehr vermehrten — positiven Er- 
')gebnisse widerlegen sollen. Leider miissen wir zunichst fest- 
'# stellen, daB die Notiz der amerikanischen Autoren beziiglich der 
' experimentellen Angaben so skizzenhaft ist, daB eine exakte 
| Nacharbeitung der Versuche nicht méglich war. 

. Die Unklarheit beginnt bereits mit der Art des angewandten 
4 Ferments; es wird nur gesagt, daB konzentrierte, mit ,gum ghatti« 
') stabilisierte Enzympriparate verwendet wurden. Aus welchen 
|) Nieren diese gewonnen sind, auf welche Weise sie konzentriert 
5 und mit welchen Gummimengen sie stabilisiert wurden, bleibt 
} dahingestellt. Sicher scheint nur, daB es sich um rohe und nicht 
{> um hochgereinigte Fermentpraparate handelte. Im allgemeinen 
|) ist die Fermentforschung bestrebt, die durch solche Rohpriparate 
: bedingten Unsicherheiten durch die Verwendung wohl detinierter, 
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'*) Vgl. Diese Z. 258, FuBnote 47 u. 48. 11) Science 1940, 2 
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moglichst einfacher Substrate zu kompensieren. Bei der zur Dix. 


kussion stehenden Arbeit soll jedoch ein rohes Fermentgemigc} 
dazu dienen, um relativ kleine Unterschiede in der Zusamme. 
setzung eines auBerordentlich komplizierten Substratgemisch 
nachzuweisen. Lipmann und Mitarbeiter finden diese ,,einfache 
direkte und spezifische enzymatische Methode“ viel zuverlassige 
als die von uns angewandten Isolierungsprozeduren. Diese 


Standpunkt wire allenfalls zu vertreten, wenn es sich wirklich ¥- 
> wird 
 werde 


um eine enzymatische Methode handeln wiirde, welche es g. 
stattet, in den Proteinen selbst nach d-Bausteinen zu fahnden, 
In Wirklichkeit miissen aber auch die amerikanischen Autoren 
die Gewebsproteine zunichst mit Siure hydrolysieren. Ks wil 
uns scheinen, daB gerade dies die ,,brutale“ Prozedur ist, wihrend 
die fiir die Isolierung der Glutaminsiure erforderliche Behand. 
lung mit Cuprooxyd und die bei 0° auszufiihrende Sattigung mit 
Chlorwasserstoff auBerordentlich harmlose Operationen darstellen, 
Wir haben in der vorangehenden Mitteilung die Griinde fiir die 
negativen Ergebnisse von A. ©. Chibnall u. a. dargelegt und 
sind grundsatzlich der Meinung, daf der positive Nachweis von 
d-Glutaminséure durch Isolierung aus zahlreichen Tumorgeweben 
sehr viel héher anzuschlagen ist als negative enzymatische Ana- 
lysen mit rohen Fermenten und rohen Substratgemischen. 


Diesen allgemeinen Bedenken gegen das Prinzip der genannten f 
Methode steht nun aber die bestimmte Behauptung entgegen,f © liegen 
daB es gelinge, zugefiigte d,l-Glutaminsdure in den Hydrolysaten f 
zu einem Betrage von 70—87°/, nachzuweisen. Dies scheint} ™ _ 
sehr iiberzeugend, aber es erhebt sich sofort die Frage, ob dich” 
zugesetzten Mengen nicht viel héher sind, als der von uns : geseh 


nachgewiesenen Konzentration von d-Glutaminséure in Tumor-f™ chung 


hydrolysaten entspricht. Leider 1laBt sich nicht einmal dieser 
grundsitzlich wichtige Punkt aus der fragmentarischen Notiz der 
amerikanischen Autoren beantworten. Die Sauerstoffzehrung mit 
und ohne Zusatz wird nicht durch Vergleichszahlen belegt, 
sondern nur die zuriickgefundenen Prozente Glutaminsiure ar- 
gefiihrt. Aus der Bemerkung: ,,,112‘ cmm d-glutamic acid (as d-l: 
added to replicate, diluted hydrolysate aliquots of..., imme- 
diately before analysis by d-amino acid oxidase; recovery cal- 
culated from difference between replicates + d-glutamic-N addi- 
tion“ sind weder die wirklichen Mengenverhiltnisse zu ersehet, 
noch ist es deutlich, ob die ,,112 cmm“ d-Glutaminsiure vor odet 


nach dem Verdiinnen zugesetzt worden sind. Ein im Text¥™ 
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© erwibnter und in dieser Hinsicht wichtiger Versuch, bei dem 
d,l-Glutaminsiure vor der Hydrolyse zugefiigt wurde, ist im 
 ibrigen auch nicht durch einen Prozentwert in der Tabelle 
> belegt. 
: Die Aussichten, auf dem von den amerikanischen Autoren 
) eingeschlagenen Wege Unterschiede im d-Aminosiuregehalt von 
) Proteinhydrolysaten nachzuweisen, waren sehr viel giinstiger zu 
> beurteilen, wenn es sich in erster Linie um Aminosiauren handeln 
.— wirde, die durch d-Aminoséureoxydase sehr rasch angegriffen 
werden. In Wirklichkeit ist die Lage jedoch so, daB bei der 
> Saurehydrolyse gerade derartige d-Aminosiuren (wie z. B. d-Alanin, 
‘+ d-Prolin usf.) durch Racemisierung selbst gebildet werden, 
|) wihrend daneben die urspriinglich vorhandene d-Glutaminsiure 
: nachgewiesen werden soll, die von allen d-Aminosiuren am 
‘} langsamsten oxydativ desaminiert wird. Um diese Schwierig- 
keit zu umgehen, sind Lipmann und Mitarbeiter gezwungen, 
> die Versuchszeit durch Verwendung von stabilisierten Ferment- 
priparaten auf 20 Stunden auszudehnen. In den grundlegenden 
Arbeiten von H. A. Krebs, sowie von O. Warburg?’) und 
W. Christian wird die Fermentreaktion gewoéhnlich nach 20 bis 
30 Minuten abgebrochen und nur gelegentlich auf 1—2 Stunden 
' ausgedehnt. Trotzdem nehmen die amerikanischen Autoren 
_ stillschweigend an, daB die allen ihren Berechnungen zugrunde 
) liegende Reaktionsgleichung von H. A. Krebs: 

4 R—CH(NH,) - COOH + 1/,0, = R—CO- COOH + NH, 


auch fir ihre extremen Versuchsbedingungen uneingeschrankt 
+ giiltig ist, was wohl erst iiberzeugend zu beweisen wire. Ab- 
/ gesehen vom Zeitfaktor kommt hinzu, daB die Krebssche Glei- 
‘f chung, wie E. Negelein!’) und H. Brémel festgestellt haben, 
‘} nur bei ungereinigten katalasehaltigen Fermentpraparaten zu- 
| trifft, wihrend bei Abwesenheit von Katalase 1 Mol d-Amino- 
 siure 1 Mol Sauerstoff verbraucht. Da Lipmann und Mit- 
 arbeiter die Desaminierung nach der angefithrten Bilanzgleichung 
_f) aus der Sauerstoffzehrung berechnen, muB8 man folgern, daf ihre 
| Fermentpriparate u. a. Katalase enthielten, also nicht nennens- 
‘f wert gereinigt waren. Bedenkt man nun noch, daB nach 
|| H. A. Krebs in solchen Systemen die verschiedenartigsten Sub- 
‘—) stanzen ,,mitoxydiert“ werden**1%), so ist es nicht verwunderlich, 
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: 12) Biochem. Z. 298, 150 (1938). 
. 8) Biochem. Z. 300, 225 (1939). 
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daB die amerikanischen Autoren bei den NH,-Bestimmunge 
manchmal Werte gefunden haben, die 25—50°/, niedriger ware 
als den Sauerstoffaquivalenten entsprach"‘). Sie glauben jedoch 
daB die nicht ganz vollstindige Desaminierung der d-Glutamip. 
siure durch die unspezifische Oxydation mehr als kompensier 
wiirde, so daB ihre Werte ,,°/, d-N von Total-N“ in manche 
Fallen vielleicht 25—50°/, zu hoch seien. 
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Die vorstehende Besprechung der Mitteilung von F. Lipmann, . 
O. K. Behrens, E. A. Kabit und D. Burk zeigt bereits ai 


Geniige, daB die Basis der Arbeit in Wirklichkeit recht unsiche 4 
ist. In der Tat haben unsere im folgenden zu beschreibenda 


Kontrollversuche diesen Eindruck noch sehr bestirkt. 


1. Versuch. Zunachst haben auch wir uns davon iiber-§ ” 
zeugt, daB mit d-Aminosiiureoxydase in Hydrolysaten von nor-f © 
malem Kaninchenmuskel und von Brown-Pearce-Tumoren def ~ 


Pa Nach ¢ 
|» In den 


gleiche geringe Gehalt an d-Aminoséuren gefunden wird. 


Tabelle VII 


Analyse von Hydrolysaten durch ,,d-Aminosiureoxydase“ 





+ a d-N ¢ ~- 0/ - J 7 : 
Hydrolysat emm O, waded Preeensciads arin pe 
pro ccm | pro ccm | Gesamt-N 
Kaninchenmuskel .. 115,0 0,143 10,6 1,3 
Brown-Pearce-Tumoren 103,5 0,129 10,1 1,3 




















Der Gehalt an d-Amino-N wurde hierbei nach der Krebsschen 
Gleichung berechnet (1 emm O, = 0,00125 mg N). 


denen der Gehalt an d-Glutaminsiure etwa dem héchsten aus 


mit 800 mg d,l-Glutaminséure versetzt. Das mit Cuprooxyd ge- 


enthalten war. Der Gesamtstickstoff betrug 7,14 mg/ccm. Eu 


‘*) Die amerikanischen Autoren fiihren dies hauptsichlich auf die : 
durch die hohen NH,-Blankowerte der Hydrolysate beeintrichtigte Ge Ff” 


nauigkeit der NH,-Bestimmungen zuriick. 
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2. Versuch. Um Versuchsbedingungen zu bekommen, beif | der E 
> in ibr 
Tumoren erhaltenen Wert entspricht, haben wir in einem folgende} — 
Versuch 10 g Trockenmaterial aus Kalbherz vor der Hydrolyse © 


g 
nach 


> suche 
reinigte Hydrolysat wurde mit NaOH neutralisiert und so ver-> 7 
diinnt, da&B in 1 ccm 0,42 mg d-N zugesetzter Glutaminsiure 3 woaeile 
) der L 
entsprechendes Hydrolysat ohne Glutaminsaurezusatz wurde if” 
derselben Weise verdiinnt. Der Stickstoffgehalt war 6,74 mg/ccm. f- 
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ol 2 g Aceton-Trockenpulver aus Schafniere wurden mit 700 cem destil- 
: j ‘ertem Wasser und 10 ccm. Phosphat-Salzsiure-Puffer versetzt. Zusatz 
yon 0,5°/, Gummi arabicum. Die Sauerstoffaufnahme wurde manometrisch 
jn der Warburg-Apparatur gemessen. In jedes GefiB wurde 2,7 cem der 
*Fermentlésung eingefiillt, in den seitlichen Anhang 0,3 cem des zu unter- 
'suchenden Substrates. Nach Temperaturausgleich wurde das Substrat zu 
der Fermentlésung zugekippt. Der Wert fiir die Eigenatmung des Fer- 
 mentes wurde in einem Parallelversuch registriert und abgezogen. 


Tabelle VIII 


Sauerstoffverbrauch eines Hydrolysats aus Kalbsherz mit 
und ohne Zusatz von d,l-Glutaminsiure vor der Hydrolyse 





Hydrolysat |Hydrolysat mit Zu- | d,1l-Glutamin- 

Versuchsdauer ohne Zusatz satz von d,1-Glut- siure allein, 

von d,l-Glut- | aminséiure entspr. entspr. 
aminsiure 0,126 mg d-N 0, 126 mg d-N 


in Minuten 











Yach 30 . — 
In den folgenden 90 
180 


_~ Desaminierung der 

' zugesetzten d-Glut- 

aminsiure ber. aus 
Q,-Verbranch 


” 9 ”? 














3 Beide Hydrolysate ergaben gleiche Atemwerte. Die zu- 
 gesetzte d-Glutaminsaéure konnte nicht nachgewiesen werden, 
| wihrend sie im Parallelversuch ohne Hydrolysat nach 5 Stunden 
hy 30°/, wiedergefunden wurde. Wie oben schon hervorgehoben, 
+ wird ein Versuch iiber den Zusatz von d,l-Glutaminsiure vor 


if ' der Hydrolyse von den amerikanischen Autoren zwar erwihnt, 


4a in ihrer Tabelle aber nicht angefiihrt. 

4 3. Versuch. Nunmehr haben wir die d,l-Glutaminsiure 
|) nach der Hydrolyse zugefiigt, wie dies bei allen iibrigen Ver- 

‘P= suchen von Lipmann und Mitarbeitern geschehen ist. 


Ein Hydrolysat aus 10 g Trockenmaterial von Kalbsherz wurde neu- 


|” tralisiert und verdiinnt, dann mit d,]-Glutaminsiure versetzt, so daB 1 cem 


a der Lésung 0,42 mg d-N zugesetzter Glutaminsiure enthielt. Gesamtstick- 
stoff: 6,85 mg/eem. Ein Teil desselben Hydrolysates wurde in ent- 
sprechender Weise: verdiinnt, Gesamtstickstoff 6,43 mg/eem. Versuchs- 
ansatz wie oben. 

Im Widerspruch zu den Befunden von Lipmann und Mit- 
arbeitern lieB sich die zugefiigte d,l-Glutaminsiure auch unter 


diesen Umstiinden nicht zuriickfinden: 
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Tabelle IX 


Sauerstoffverbrauch eines Hydrolysats aus Kalbsherz mit 
und ohne Zusatz von d,l-Glutaminsiure nach der Hydrolyse 





TT 





Hydrolysat Hydrolysat mit Zu-| d, 1-Glutamin. 








Versuchsdauer ohne Zusatz | satz von d,l-Glut- siure allein, 
in Minuten von d,J-Glut- | aminsiure entspr. entspr. 
aminsiure 0,126mg d-N 0,126 mg d-N 
Neth Ob ...24624..435 —10,5 —12,0 — 10,6 
In den folgenden 30 — 4,4 — 2,8 — §,7 
a % 60 — §,7 
90 — 24 


Desaminierung der 

zugesetzten d-Glut- 

aminsiure ber. aus 
O,-Verbrauch 











Bei seinen Untersuchungen an Gewebeschnitten hat H.A. Krebs 
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gezeigt, daB die (durch Bestimmung des freigewordenen Ammoniaks [ 
gefundene) Desaminierung gehemmt wird, wenn gleichzeitig mit F 


der Aminosaure Milchsiure oder eine Ketosiure zugesetzt wird. F 


Man hatte daher wohl auch bei unseren Versuchen mit der 
Méglichkeit zu rechnen, daB durch Stoffwechselprodukte ein Still- 


stand der Reaktion hervorgerufen werden kinnte. Da die d-Formen f — 
der bei der Siurehydrolyse teilweise racemisierenden Aminosiuren J 
mit dem Ferment rascher in Reaktion treten als d-Glutamin- F 
siure, ist eine Hemmung durch die entsprechenden Reaktions- f 
produkte keine unbegriindete Annahme. Es schien uns daher | ~ 


wichtig, die Desaminierung von Systemen zu untersuchen, in 
denen d-Glutaminsidure neben anderen d-Aminosiuren enthalten war. 


4. Versuch. Als ersten Fall dieser Art haben wir die Desami- f ~ 


nierung eines Gemisches von d-Glutaminsiaure und d-Alanin studiert. 


Wie aus Tab, X hervorgeht, wird d- Alanin vollstindig F- 


 wiedergefunden“. Aus dem in Spalte a) angefiihrten Reaktions- 
verlauf ist zu ersehen, daB d-Alanin im Gemisch ebenso wie 
bei c) vollstindig oxydiert wird, waihrend nur ein Teil der im 
Parallelversuch desaminierten d-Glutaminsiure — namlich 18,9", 
— angegriffen wurde. Es ist dabei besonders zu beachten, dab 
die Reaktion zum Stillstand kommt, wihrend in Fall b) die 
d-Glutaminsiure weiter oxydiert wird. Das Verhialtnis von Alani 
zu Glutaminsiure betrug in diesem Versuch 1:2. 

5. Versuch. Es war nun wichtig festzustellen, wieviel 
d-Glutaminsiure wiedergefunden wird, wenn das Verhialtnis zu 
ihren Gunsten verindert wird. 
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Tabelle X 


Sauerstoffverbrauch 


eines Gemisches von d-Glutaminsdure und d-Alanin (2:1) 
Versuchsanordnung wie oben beschrieben 





Versuchsdauer 


in Minuten 


- ‘Inhalt der VersuchsgefiBe 








120 


a Desaminierung ber. 


aus O,-Verbrauch 





a | b e 
d,1-Glutaminsiure | | ‘ 
0,140 mg d-N /d,1-Glutaminsiiure | d,1-Alanin 
d,1-Alanin 0,140 mg dN | 0,07 mg a-N 
0,07 mg a- “NL ee Peet 
~ 63, 0 ae 51,3 
- 16,4 - 9,7 — 9,5 
~~ 2.6 - 12,2 
33,49), 108°/, 
Tabelle XI 


Sauerstoffverbrauch 


eines Gemisches von d-Glutaminsiure und d-Alanin (4:1) 








‘Inhalt der ReaktionsgefiiBe | 











aus O,-Verbrauch 


Auch in diesem Versuch wurde d-Alanin wieder vollstindig 
- desaminiert. Betrachtet man den in Spalte b) angefiihrten 
| Reaktionsverlauf, so fallt auf, daB die Desaminierung der im 
Gemisch vorhandenen d-Glutaminsaure kleiner ist als bei Spalte a); 
Im 4. Versuch, bei dem das Ver- 
hiltnis Glutaminsiure zu Alanin 2:1 betrug, wurden 56,5 °/, der 
im Parallelversuch allein desaminierten d-Glutaminsaure wieder- 
gefunden, beim Verhiltnis 4:1 (5. Versuch) dagegen 63,8°/,. 





sie betragt hier nur 15,7 "lo: 









a 4 b | e 
Versuchsdauer sei AAV Tee eS SORE AEG SSE 
— d,1-Al 
in Minuten d,1-Glutaminsiiure| 05 ae d, 1-Alanin 
0,2 d-N d,1-Glutaminsiure} (05 d-N 
ing 0,2 mg d-N ie 
Nach 30... —17,6 443 | 392 
In d. 1. folgenden 60 — 10,0 — 10,0 
* 60 — 6,7 — 6,3 
| Ca... ainalaes dll et I : 
4 Demtidapiog Wee, 24,6°/, | 98°/, 
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6. Versuch. Nunmehr wurde die Kombination d-Glutami). 4 as F 


siure-d-Prolin untersucht. In Vorversuchen ergab sich, dai reugt, 
d-Prolin vom Ferment zwar sehr schnell angegriffen, aber nuff 7 ion d. 
zu etwa 90°/, oxydiert wird. me 


Tabelle XII 


Sauerstoffverbrauch 
eines Gemisches von d-Glutaminsdure und d-Prolin (2:1) 





emma 


ie Inhalt der ReaktionsgefiBe wat 











a —— 

Versuchsdauer |— et Pee | Be 
in Minuten d, -Prolin a ae 
; ; 0,063 mg d-N d, 1-Prolin d, 1-Glutaminsiur : 


1- 
0,126 mg d-N 





| 
d,l-Glutaminsiiure| 9.963 mg d-N | 
0,126 mg d-N | 





Nach 300... . |  —592 _=45,0 | 3544 
Desaminierung ber. 90 90 
aus O,-Verbrauch 89,2" 39,2" 





Aus b) und c) wiirde sich fiir das Gemisch a) ein theore B 
tischer Sauerstoffverbrauch von 80,4 cmm berechnen. Unter def 
Annahme, daB die Prolinoxydation auch bei Gemisch a) normal 
verlauft, sind also 14,1°/, der d-Glutaminsaure wiedergefunden 
worden, d. h. nur 40,3°/, der im Parallelversuch c) nach. : 
gewiesenen Menge. e é 








7. Versuch. Wir haben hierauf den Reaktionsverlauf bef: 
der Kombination d-Glutaminsaure—d-Prolin naher untersucht,— 
wobei die Versuchszeit auf insgesamt 8 Stunden ausgedehit fh . 
wurde. | gegrif 

Theoretisch miBte das Gemisch [Spalte c)] wihrend de—™ 
Versuchszeit 87,5 cmm QO, verbraucht haben. In Wirklichkeit F™ 
wurden aber nur 10,2 cmm mehr gefunden als bei dem Parallel- FR : 
versuch mit Prolin allein. Vergleicht man den Reaktionsverlauf” d-Ser 
von a) und c), so ergibt sich, daB Prolin auch im Gemisch§ !etzte 
normal angegriffen wird und demnach bei c) nur 10,1°/, dere S4ure 
vorhandenen d-Glutaminsiure desaminiert worden sind. p Alani 

Bei allen Versuchen, in denen d-Glutaminsaure mit eine A™ 
schnell reagierenden Aminosiure (d-Alanin bzw. d-Prolin) ge Fe 60,6 
meinsam oxydiert wurde, kam die Reaktion also frihzeitig zum B'S 
Stillstand. Da die Desaminierung der d-Glutaminsiure in der & 
Parallelversuchen weiter lief, kann dies nicht daran liegen, dab serie 
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jas Ferment inaktiv wurde. Wir haben uns ferner davon iiber- 
zeugt, daB unser Ferment an und fiir sich weit gréBere Mengen 
yon d-Aminosiuren zu desaminieren vermag. 






Tabelle XIII 


Sauerstoffverbrauch 
eines Gemisches von d-Glutaminsiure und d-Prolin (2:1) 














Inhalt der ReaktionsgefiBe 











par ee b | . 
. d, 1-Proli 
in Minuten d,1-Prolin 'd,1-Glutaminsiiure| 0,063 ae aN 


0,063 mg d-N | 0,126 mg d-N | d,1-Glutaminsiure 
| ‘ 0,126 mg d-N 


Versuchsdauer 





iu 


N 
























a — 41,5 11,4 — 45,7 
‘In d. folgenden 30 — 28 — @) - 44 
i 60 — 90 | me 

; 60 - 4,1 
5,7 
180 | <a 






Gesamt-O,-Verbr. [| _ 44. pais bite 
Bead | — iis 





pea: 


a 





lit inie | eu ; 
mal Desaminierung ber 88,0°/, 42,89/, 


aus O.-Verbrauch 


Z 8. Versuch. Weiterhin haben wir uns die Frage vorgelegt, 
' wie sich Gemische anderer Aminosiuren verhalten. Zunichst 
ht : wurde die Kombination Alanin—Prolin—Leucin untersucht, also 
' drei Aminoséuren, die von der Fermentlisung sehr rasch an- 
» gegriffen werden. Die zu gleichen Teilen gemischten Komponenten 
* > (usammen 0,063 mg d-N) verbrauchten 47,1 cmm O,, was einer 


' Spaltung von 93,5°/, entspricht. 





el 9. Versuch. Von den von uns gepriiften Aminosiuren steht 
wif 4-Serin hinsichtlich der Desaminierungsgeschwindigkeit an vor- 
ch letzter Stelle. Zum Vergleich mit dem Verhalten der d-Glutamin- 
lef siure haben wir deshalb Serin in Kombination mit Prolin und 
| Alanin untersucht. Die zu gleichen Teilen gemischten d,]- 
ere Aminosiuren (zusammen 0,105 mg d-N) hatten nach einer Stunde 
e- 60,6 cmm Sauerstoff verbraucht; dies entspricht einer Desaminie- 
im} Tung von 72,2°/,. 
el 10. Versuch. SchlieBlich haben wir noch eine Vergleichs- 
| serie ausgefiihrt, in welcher neben dem im 9. Versuch gepriiften 
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Gemisch auch die Sauerstoffzehrung des Systems Prolin—Alanin- 
Serin-Glutaminsaiure gemessen wurde. 


Tabelle XIV 


Sauerstoffverbrauch eines Gemisches 
von d-Prolin, d-Alanin, d-Serin und d-Glutamins dure 


(Verhiltnis von d-Glutaminsiure zu den iibrigen Aminosiuren 1 : 1) 


























Inhalt der ‘comete 
a | b 
Versuchsdauer | ry Pr ‘ite. 
in Minuten d,1-Prolin ) 0,105 | @ 1-Glutaminsiure d, ]-Alanin | 0,105 
d,1-Alanin t mg | % d,1-Serin me 
d,1-Serin aN | | 0,105 mg d-N d,1- Glut- 
aminsiure 
Nach 30. eat —51,0 8,1 52,5 
In d. folgenden 30 — 8,6 - 6,5 — 74 
fs i 60 | | 5,7 — 37 
i . 120 fete ae - 6,7 eS iRece: 
we O,-Verbr.] -096 | -260 | 63,6. 
Desaminierung ber. ' | 910) | 
aus O,-Verbrauch “1% | 31/0 | 





Wahrend d-Glutaminsiure fiir sich allein 26 cmm Q, auf- 
nahm, verbrauchte die Kombination c) nur 4cmm mehr als das 
entsprechende Gemisch ohne Glutaminsiure [a)]. 


F. Lipmann und Mitarbeiter erwihnen kurz in einer Fub- 
note, daB sie aus einem Tumorhydrolysat zwei Fraktionen von 
praktisch reinem 1(+-)-Glutaminsdure-hydrochlorid isoliert haben, 
von denen aber keine spezifische Drehung angegeben wird. 
Dagegen wird mitgeteilt, daB die 2. Fraktion mit Hilfe von 
d-Aminosdureoxydase gepriift wurde und keine d-Form enthielt. 
Aus diesem Grunde sahen wir uns veranlabt, Praparate von 
partiell racemischem Glutaminsiure-hydrochlorid, die wir in 
unserem Laboratorium aus Tumorhydrolysaten dargestellt hatten, 
der enzymatischen Analyse zu unterwerfen. 


Versuch 11. Wir verwendeten zu diesem Zweck Priparate 
von Glutaminsaure-hydrochlorid, die wir aus einer menschlichen 
Lebermetastase bzw. aus Brown-Pearce-Tumoren isoliert hatten 
und die nach der spezifischen Drehung 43,0°/, bzw. 30,5°/, an 
d-Form enthielten. Die Lésungen der Hydrochloride wurden 





neutr 
auf 1 
diinnt 


jin Pr 


' also 
unab 
| Saue 


oben 


| siert 


besti 


| d-Fc 


| titi 


; rein 
| mit 


nack 
Mod 


| d-G 


d-A 
von 
fiir 

gilt, 
sate 
Zus 


Kre 
Des. 
stat 




































nin— 


Uber die Sonderstellung der d-Glutaminsiiure usw. 985 


neutralisiert (Lackmus), in bezug auf ihren d-Gehalt zuniichst 
auf m/20 und nach Zugabe der Fermentlisung auf m/40 ver- 
diinnt. 


Tabelle XV. 


Nachweis von d-Glutaminsiuren 
in Priparaten aus Lebermetastasen und Brown-Pearce-Tumoren 


Versuchsdauer 90 Minuten 








1 me rm emm Sauerstoff- | emm Ammoniak- 
Glutaminséure aus verbrauch bildung 
Lebermetastase .... . — 18,0 + 40,8 
Brown-Pearee-Tumoren, . —17,5 + 40,0 








Durch diesen Versuch wird der d-Gehalt unserer Priparate 


'also auch durch die Kinwirkung der d-Aminosiureoxydase auf 


unabhingigem Wege bewiesen. Wie man sieht, stimmen die 
Sauerstoff- und die Ammoniakwerte!5) vorziiglich iiberein. Wie 
oben erwihnt, haben wir, die beiden verschieden stark racemi- 
sierten Glutaminsiurepraparate auf Grund der Drehungs- 
bestimmung so verdiinnt, daB sie die gleiche Konzentration an 


'd-Form aufwiesen. Die gleiche Reaktionsgeschwindigkeit bhe- 
| stitigt also das Ergebnis der Drehungsbestimmung. 


SchluBbemerkung 
Wahrend es ohne Schwierigkeit méglich war, in den chemisch 


| reinen, aus Tumorhydrolysaten isolierten Glutaminsiurepriparaten 
' mit Hilfe von d-Aminosiureoxydase die Anwesenheit von d-Form 
| nachzuweisen, haben die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen 
| Modellversuche iibereinstimmend gezeigt, dab der Nachweis von 

d-Glutaminsaure im Gemisch mit enzymatisch rascher reagierenden 


d-Aminosfuren — anscheinend durch die hemmende Wirkung 
von Reaktionsprodukten — sehr erschwert ist. Da dies bereits 
fir Kombinationen yon einzelnen, chemisch reinen Aminoséuren 
gilt, ist es nicht verwunderlich, daB bei den rohen Saurehydroly- 
saten vollig negative Ergebnisse erhalten werden. Wie die dem 
Zusatz von d,l-Glutaminsiure entsprechende Sauerstoffzehrung 


%) Die gefundenen NH,-Werte sind etwas héher, als nach der 
Krebsschen Gleichung zu erwarten war; dies liegt daran, daB die 
Desaminierung in den Gefifen nach der Herausnahme aus dem Thermo- 
staten noch kurze Zeit weitergeht. 
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zustande kommt, iiber die F. Lipmann und Mitarbeiter berichten, 
ist auf Grund unserer Versuche nicht zu erklaren. Da die Mit. 
teilung der amerikanischen Autoren keine Zahlenangaben ent. 
halt, aus denen mit Sicherheit das Verhiltnis von zugefiigte 
d,l-Glutaminsiure zu Proteinhydrolysat ersehen werden kann 
ist vorliufig nicht einmal die einfachste Deutung auszuschlieBen, 
daB die zugefiigten d-Glutaminsiuremengen viel héher waren, 
als den von uns in Tumorhydrolysaten ermittelten Konzentra. 
tionen entspricht. Wichtiger ist jedoch die Frage, ob die den 
Berechnungen zugrunde liegende Krebssche Bilanzgleichung auch 
fiir eine Versuchsdauer von 20 Stunden uneingeschrinkt giiltig 
ist. Unter anderem ist hierfiir eine Voraussetzung, daB der 
Katalasegehalt ‘des Rohferments wihrend dieser langen Ver- 
suchszeit trotz Anwesenheit der vielen und zum Teil wechselnden 
Begleitstoffe der Hydrolysate nicht beeintrichtigt wird. Es scheint 
uns iiberdies sehr zweifelhaft, ob die Sauerstoffzehrung in diesem 
Fall iiberhaupt als zuverlissiges Mai fiir die Desaminierung 
gelten darf. Die amerikanischen Autoren geben selbst zu, dab 
die NH,-Werte nicht aquivalent gefunden werden, sondern manch- 
mal 25—50°/, zu niedrig ausfallen. Wir haben uns in Stich- 
proben davon iiberzeugt, daB auch bei einfachen Aminosiure- 
gemischen sehr unregelmaBige, aber immer zu niedrige NH.- 
Werte gefunden werden. In diesem Fall ist die zur Erklarung 
mit herangezogene Feststellung, daB die Genauigkeit der NH,- 
Bestimmung durch die hohen Blanko-NH,-Werte der Protein- 
hydrolysate beeintrachtigt sei, nicht anwendbar. Als zweiten 
Grund diskutieren auch die amerikanischen Autoren in diesem 
Zusammenhang ,,concomitant oxidation of a certain amount oi 
non-nitrogenous material“. Diese unspezifische Oxydation soll 
jedoch den unvollstindigen Ablauf der Desaminierung von 
d-Glutaminsiure mehr als kompensieren, so daB der in den Pro- 
teinhydrolysaten gefundene d-Gehalt in manchen Fallen 25—50°/, 
zu hoch sein kénne. Wir kénnen nicht finden, daB eine solche 
hypothetische Kompensation von Fehlerquellen die Methode sehr 
zuverlassig erscheinen laBt. 

Der Gedanke, den Gehalt der Proteinhydrolysate an d-Amino- 
siuren auf enzymatischem Wege nachzuweisen, ist an und fir 
sich sicherlich interessant, und es wire nichts gegen die Arbeit 
einzuwenden, wenn sich die amerikanischen Autoren auf die Fest- 
stellung beschrinken wiirden, daB ihnen bisher der Nachweis der 
d-Glutaminsiure in Tumorhydrolysaten auf diesem Wege nicht 
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 gelungen ist. Sie schlieBen jedoch aus ihren negativen Versuchen, 


unsere Ergebnisse und Folgerungen auf dem Tumorgebiet seien 


| ,evidently no longer tenable“. Wir haben in der vorliegenden 


Untersuchung dargelegt, daB die Methode von F. Lipmann und 


| Mitarbeitern auf duBerst fragwiirdigen Voraussetzungen beruht, 


und miissen dagegen Einspruch erheben, daB durch derartige 
negative Befunde unsere positiven Ergebnisse iiber die Isolierung 


' yon d-Glutaminsaiure aus Tumorproteinen irgendwie in Zweifel 
| gezogen werden kénnten. 


Bei den Vorarbeiten zum ersten Teil dieser Arbeit hat 


Herr A. J. Klein tatkraftig mitgearbeitet. 


Fir die Unterstiitzung unserer Arbeiten sind wir der Rocke- 


. feller-Foundation, sowie fiir manche Férderung auch dem 
' Werk W.-Elberfeld der I.G. Farbenindustrie A.-G. sehr zu 
' Dank verpflichtet. 


Versuchsmethodik 
Die Messung des Sauerstoffverbrauches erfolgte manometrisch 


' in der von Warburg!*) angegebenen Apparatur; alle Versuche 
' wurden in reinem Sauerstoff ausgefiihrt. Die Absorption der 
_ Atmungskohlensiure geschah durch 0,2 ccm 10°/,ige KOH, die 
' sich im Hinsatz der GefaiBe befand. Die Temperatur betrug bei 
allen Versuchen 37,5°. 


Versuche mit Gewebeschnitten. Als Versuchsobjekte 


' dienten hauptsichlich Rattenorgane, in einzelnen Fallen auch 
| Organe von Schwein und Schaf. Als ,,physiologische Versuchs- 
' lésung“ benutzten wir die von Krebs?") angegebene Salzlésung 
' mit Zusatz von Phosphatpuffer. 


Die Ammoniakbestimmungen wurden nach der Methode von 
Parnas?§) yorgenommen. Da in manchen Versuchen betricht- 
liche Mengen destilliert werden muBten, wurde die Vorlage der 
Apparatur entsprechend vergréfert. Die Bestimmung des NH, 
erfolgte colorimetrisch mit dem Stufenphotometer von Zeiss. Da 


| die meisten Gewebe auch spontan geringe Mengen NH, bilden, 


wurden jeweils 2 Parallelversuche mit und ohne Aminosiaure aus- 
gefihrt, und die Desaminierung aus der Differenz der beiden 





16) Stoffwechse) der Tumoren, Berlin 1926. 

7) Diese Z. 217, 193 (1933). 

18) Biochem. Z. 152, 1 (1924); 155, 247 (1925); 178, 224 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 26 17 
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Ammoniakwerte berechnet. Die gefundenen NH,-Mengen geben 
am besten die wahre GréBe der Desaminierung wieder; wir haben 
uns daher im theoretischen Teil bei den Versuchen mit Gewebe. 
schnitten auf die Angabe dieser Werte beschrinkt. Selbst. 
verstandlich bestimmten wir in allen Fallen auch den O,-Ver. 
brauch mit und ohne Zusatz von Aminosiuren. Fiir die Ammoniak. 
bestimmungen wurden die Versuchslésungen sofort nach der 
Herausnahme aus dem Thermostaten in Eis gestellt, um die 
Fermentvorginge zum Stillstand zu bringen. 


Die gebildeten NH,-Mengen wurden durch die iibliche Be- 


ziehung ausgedriickt: 
Die 
NH; "" “mg Gewebe x Stunden 


Die Herstellung des Aceton-Trockenpulvers geschah nach 
den Angaben von H. A. Krebs aus Schafnieren oder Schweine- 
nieren. Aufbewahrung bei 0° iiber Phosphorpentoxyd. 


Bereitung der Fermentlésung fiir die in Tab. VI ge- 
nannten Versuche. 1 g Aceton-Trockenpulver wurde in einem 
Morser sorgfaltig verrieben, dann mit 40 ccm Phosphatpuffer 
(p,, 7,4, colorimetrisch) versetzt. Die Mischung wurde 10 Minuten 
geschiittelt und danach zentrifugiert. Zu den Versuchen der 
Tab. VI wurde 0,3 ccm dieser Fermentlésung verwendet. Ge- 
samtfliissigkeit in den GefiBen 2,5 ccm. 


Herstellung der Fermentlésung fiir die Versuche 
1—10. 2g Aceton-Trockenpulver wurden im Moérser zerrieben 
und mit 70 ccm destilliertem Wasser und 10 ccm Phosphat- 
puffer versetzt. Die Lésung wurde 15 Minuten geschiittelt und 
anschlieBend zentrifugiert. Durch Zusatz von 0,5°/, Gummi 
arabicum wurde die Wirkungsdauer der Fermentlésung erhdht. 
Py der fertigen Lésung 7,1 (Chinhydron-Elektrode). 


Versuch 1. In den GefaéBen waren 2 ccm dieser Ferment- 
lésung und 1 ccm Hydrolysat enthalten. Die Eigenatmung des 
Fermentes wurde in einem Leerversuch bestimmt, in dem an 
Stelle des Hydrolysates 1 ccm physiologische NaCl-Lésung zu- 
gegeben wurde. Die Aufarbeitung der Kaninchenmuskulatur und 
des Brown-Pearce-Tumors sowie die Herstellung der Hydroly- 
sate erfolgte in der iiblichen Weise. Zur Beseitigung der grébsten 
Verunreinigungen wurden die Hydrolysate iiber Cuprooxyd ge- 


reinigt. 
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Versuche 2—10. Inhalt der GefiBe 2,7 ccm Ferment- 


| lésung, im seitlichen Anhang 0,3 ccm Substratlisung, die nach 
' Temperaturausgleich zugekippt wurde. Die Eigenatmung des 
| Fermentes wurde im Leerversuch bestimmt. Die Menge des 
_jeweils zugeftigten d-Aminostickstoffs ist aus den Angaben im 
' theoretischen Teil ersichtlich. 


In Versuch 11 wurde zur Oxydation der d-Glutaminsiure 


| 0,5 com Fermentlésung verwendet; die gesamte Fliissigkeits- 
| menge in den GefaSen betrug 3 ccm (1,5 com m/20 Aminosiure- 
| léisung + 1,0 com Phosphatpuffer). 


Alle fir die Substratlésungen verwendeten Aminosiuren 


‘ wurden durch Elementaranalysen und, bei optisch aktiven Furmen, 
' durch Bestimmung der spezifischen Drehung auf ihre Reinheit 
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Beitriae zur stereochemischen Analyse von Proteinen 


des Lymphogranuloms und anderer pathologischer Gewebe 
8. Mitteilung iiber die Chemie der Tumoren') 


Von 


H. Erxleben und H. Herken 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. April 1940) 


In den vorangehenden Mitteilungen konnte das Vorkommen 
partiell racemischer Aminosauren als Baustein von Tumorproteinen 
durch zahlreiche Analysen sichergestellt werden. Dabei hatte 
sich ergeben, daB besonders die aus den Hydrolysaten von bis- 
artigen Geschwiilsten erhaltene Glutaminsiure einen hohen Race- 
misierungsgrad aufweist. Die wichtige Frage, ob dieser Befund 
spezifisch ist, hat uns natiirlich seit Beginn dieser Untersuchungen 
beschiaftigt; bisher haben wir aus verschiedenen normalen Organen 
und auch aus embryonalem Gewebe ausnahmslos l-Glutaminsiure 
erhalten, die eine Depression der spezifischen Drehung von weniger 
als 2°/, zeigte. In der 6. Mitteilung dieser Reihe?) wurde ein- 
gehend die Frage diskutiert, ob derartig geringfiigige Depressionen 
der spezifischen Drehung reell sind. Dies ist vorliufig noch nicht 
entschieden. Die Bedeutung des viel gréBeren Racemisierungs- 
grades, den wir bei malignen Tumoren festgestellt haben, wird 
jedoch hiervon in keiner Weise beeintrichtigt. 

Zur weiteren Klarung der Verhiltnisse war es wiinschens- 
wert, die stereochemischen Analysen auf die Proteine verschiedener 
pathologischer Gewebe auszudehnen. Durch vergleichende Unter- 
suchungen gut erhaltener und nekrotischer Tumorzellen konnte 
friiher*) bereits ausgeschlossen werden, da die partielle Racemi- 
sierung der Glutaminsdure als Folge des Nekrotisierungsvorganges 
aufzufassen ist. Immerhin war es von Interesse, auch die Pro- 
teine bei Degenerationsvorgingen nicht carcinomatdéser 


4) 7, Mitt., Diese Z. 264, 220 (1940). 
*) Diese Z. 264, 198 (1940). 
8) Vgl. 4. Mitt., Diese Z. 268, 107 (1940). 
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Gewebe zu analysieren. Zu diesem Zweck haben wir nicht 


F infizierte Nekrosen erzeugt, bei denen uns die Verhiltnisse am 
| ibersichtlichsten erschienen. Hierzu wurde bei 6 Kaninchen die 
' linke Nierenarterie und -vene unterbunden. Nach 14 Tagen wurden 
| die Tiere getétet und die Nieren beider Seiten getrennt, in der 
| friher angegebenen Weise, aufgearbeitet. Wie die histologische 


Untersuchung ergab, war bei allen Tieren die Rinde der unter- 


' bundenen Niere véllig nekrotisch, das Mark zum gréSten Teil 
‘noch gut erhalten. Die Analyse der gesunden wie der teilweise 
' nekrotischen Nieren lieferte in einer Ausbeute von 9,7 bzw. 8,2°/, 


praktisch reine 1-Glutaminsiure. 
Wir hatten weiter Gelegenheit, 2 Falle zu untersuchen, die 


' neben den regressiven auch starke progressive Veranderungen 
' aufwiesen. Durch wiederholte intravenése Injektion von art- 
' fremdem Eiweis konnten bei Kaninchen Leberschidigungen erzielt 
| werden, die dem Bild einer diffusen Hepatitis entsprachen. Der 
pathologisch-anatomische Befund sei kurz mitgeteilt: 


Die gesamte Leber war von kleinen derben, weiblichen Knétchen 
durchsetzt. Mikroskopisch: ‘starke Wucherung des interstitiellen Gewebes. 
Zwischen den Bindegewebsziigen, die reichlich kleinzellige Infiltrationen 
und vereinzelt miliare Abszesse aufweisen, liegt nur wenig erhaltenes Leber- 
gewebe, Starke Erweiterung der Leberkapillaren. An Stelle der zugrunde 
gegangenen Leberliippchen findet sich frisches und iilteres Granulations- 
gewebe. 

Aus dieser Leber isolierten wir mit einer Ausbeute von 5,7°/, 
des Trockenmaterials eine Glutaminsaiure, die einen Gehalt von 
1,8°/, d-Form aufwies. 

Nach Priifung dieser experimentell erzeugten Gewebeschidi- 
gungen schien es nunmehr sehr wichtig, Organe zu untersuchen, 
bei denen die pathologischen Verainderungen als Folge spezifischer 
bakterieller Kinwirkung anzusehen sind. Als Beispiel hierfiir sei 
die Analyse von Proteinen aus einer Lunge mit Miliartuber- 
kulose angefiihrt. Unter den zahlreichen, iiber das ganze Organ 
verstreuten Knétchen fanden sich histologisch frische und ‘auch 
iltere Herde. Die daraus mit einer Ausbeute von 5,7°/, isolierte 
Glutaminsiure bleibt mit einem Gehalt von 1,9°/, d-Form eben- 
falls unterhalb dem von uns angegebenen Schwellenwert von 2°/.. 

Besonders aufschluBreich erschienen uns in diesem Zu- 
sammenhang Untersuchungen an Geweben, bei denen entziindlich 
hyperplastische Verinderungen im Vordergrund des Krankheits- 
bildes stehen und die in Ermangelung objektiver Methoden mor- 
phologisch oft sehr schwierig von echten bésartigen Neubildungen 
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GA 


abzugrenzen sind. Dies gilt vor allem fiir minke e,Erkrankungen 
blutbildenden Gewebes, und unter ihnen kommt/der Lympho. 
granulomatose besonderes Interesse zu. Durch das freundliche 
Entgegenkommen von Prof. Nieuwenhuijse, Utrecht, konnten 
wir einen typischen Fall dieser Krankheit untersuchen. Die unter. 
schiedlichen pathologisch-anatomischen Erscheinungsformen der 
Lymphogranulomatose, bei der auch infiltrierend wachsende Wu- 
cherungen beschrieben wurden, haben verschiedene Autoren dazu 
veranlaBt, manche dieser Fille fiir echte Sarkome zu halten. Zur 
niheren Charakterisierung des von uns untersuchten Lympho- 
granuloms sei daher ein kurzer Bericht des klinischen Verlaufes 
und ein Auszug aus dem Sektionsprotokoll wiedergegeben: 

Pat. J. F. M., 23 J. Lymphogranulomatose seit einigen Jahren. Patientin 
wurde verschiedentlich bestrahlt, zunichst mit gutem Erfolg. Nach kurzer 
Zeit traten bereits Rezidive auf, die auf Bestrahlung nicht mehr reagierten. 


Sektion: Vorderes Mediastinum fest verwachsen, wei8 von speckig 
glasigem Aussehen (bestrahlt). Tracheallymphknoten, Lymphdriisen am 


Lungenhilus, des Mesenteriums (sehr gro8) und Driisen des Leberhilus/Ver- 


gréBert. Lungen durchsetzt mit zahlreichen Knétechen, ebenso Knoten auf 
der Pleura. An der hinteren Bauchwand grauweigg Gewebsmasse, die ver- 
schiedene Organe umwiichst und durchwiichst. 

Mikroskopisch: Lymphogranulom mit viel Riesenzellen, polynucleiren 
Leukocyten (reichlich Eosinophile) und vielen gro8en plasmareichen Zellen. 
Wenig Nekrose. In allen Sehnitten dasselbe fiir Entziindungsgewebe cha- 
rakteristische Bild. 

Die chemische Untersuchung wurde an Gewebsmaterial vor- 
gepommen, das aus der groBen Geschwulst des Mesenteriums und 
dem angrenzenden Teil der hinteren Bauchwand stammte. Die 
mit einer Ausbeute von 6,4°/, des Trockenmaterials isolierte Glu- 
taminsiure enthielt insgesamt 1,6°/, d-Form. 

Wahrend wir friiher die einzelnen Rohfraktionen von Glu- 
taminsiure-hydrochlorid vereinigt und zusammen umkrystallisiert 
haben, wurde nunmehr in verschiedenen Fallen die Isolierung 
und Charakterisierung jeder einzelnen Fraktion vorgenommen. 
Wir sahen uns zu dieser etwas umstindlicheren Arbeitsweise 
veranlaBt, um eine irrtiimliche Folgerung von A. C. Chibnall und 
Mitarbeitern*) zu widerlegen. Diese Autoren glaubten namlich, 
daB d,l-Glutaminsiure bei unserer Isolierungsmethode in der 
Spitzenfraktion erscheine, ein Effekt, der in Widerspruch mit der 
allgemeinen Theorie wire. Wie wir von vornherein erwartet 
hatten, erhilt man jedoch aus partiell racemischer Glutaminsaure 


5 Vel Literatur in unserer 6. Mitteilung, Diese Z. 264, 198 (1940). 
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bei fraktionierter Krystallisation des Hydrochlorids stets zuerst 
den im UberschuB vorhandenen reinen Antipoden. Auch beim 
Lymphogranulom erhielten wir nach zwei Hauptfraktionen von 
reiner 1-Form ein 3. Krystallisat, dessen Gehalt an d-Form 


| 3,6°/, betrug. Nachdem die Reinheit des betreffenden Praparats 
| durch eine Elementaranalyse kontrolliert ist, besteht hier kein 
| Grund, an der reellen Bedeutung der Depression der spezifischen 

Drehung zu zweifeln; andererseits fallt aber der Gesamtgehalt 
'an d-Form innerhalb des Bereichs von 2°/,, den wir von Anfang 


an nicht als sichere Abweichung aufgefa8t haben. Es hat immer 
mehr den Anschein, da8 wir mit der Festlegung dieser Grenze, 
die urspriinglich aus analytischen Griinden erfolgte, zufallig auch 
in die Nahe eines physiologisch bzw. pathologisch wichtigen 


| Schwellenwertes gekommen sind. Eine endgiiltige Entscheidung 
| hiertiber ist natiirlich erst bei viel gréBerem Versuchsmaterial 
' und Verfeinerung der analytischen Methodik méglich. 


Das Lymphogranulom ist uns von verschiedenen Seiten als 
wichtiges und interessantes Studienobjekt empfohlen worden. Es 
ist selbstverstindlich, daB man sich erst nach der Untersuchung 


| verschiedener Fille von Lymphogranulomatose ein endgiiltiges 


Urteil bilden darf. Fiir den bisher untersuchten Fall kénnen wir 


| jedoch mit Sicherheit sagen, daB das Material trotz der starken 
| Gewebswucherungen nur einen Gesamtgehalt von 1,6°/, d-Glut- 


aminsiure ergab, was in ausgesprochenem Gegensatz zum Race- 


| misierungsgrad der Glutaminsiure von bésartigen Tumoren steht. 
' Wir zitieren hierzu noch die Zusammenfassung von C. Stern- 
berg), einem der besten Kenner auf diesem Gebiet: ,,Wir wissen 


uns in Ubereinstimmung mit der weit iiberwiegenden Mehrzahl 


aller Untersucher, wenn wir an der von Anbeginn vertretenen 


Auffassung festhalten, daB die Lymphogranulomatose einen chro- 
nischen EntziindungsprozeB darstellt und dab ein Ubergang in 
ein polymorphkerniges Sarkom bisher nicht bewiesen, ja nicht 
einmal wahrscheinlich gemacht wurde.“ 


Weiterhin berichten wir iiber die Untersuchung einer anderen 
Erkrankung des blutbildenden Gewebes, die ebenfalls mit starker 
Hyperplasie einhergehen kann. Wir konnten einen groBen, von 
den Lymphdriisen des Mediastinums ausgehenden Tumor eines 
Schweines untersuchen, bei dem _ histologisch die Diagnose 


5) Ergebnisse allgem. Path. und path. Anat. 1936, 1. Vgl. auch die 
Arbeiten von P. Uhlenhuth u. Mitarb., Z. exper. Med. 105, 205 (1939). 
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Leukose gestellt war. Die mit einer Ausbeute von 5,8° 
isolierte Glutaminsiure wies eine Drehung von +30,1° auf, das 
entspricht einem Gehalt von 2,4°/, d-Form. 

Wir haben uns bei den in der vorliegenden Arbeit mit. 
geteilten KiweiBanalysen auf die Isolierung und optische Unter- 
suchung der Glutaminsaéure beschriinkt, die wegen der Grébe 
der bei den bésartigen Fallen beobachteten Racemisierung be- 
sonderes Interesse beansprucht. Es ist natiirlich nicht ohne 
weiteres auszuschlieBen, daB bei diesen Hyperplasien andere 
Aminosiuren partiell racemisch angetroffen werden kénnten; ¢; 
sei daran erinnert, daB z. B. auch in gutartigen Geschwiilsten 
Leucin, Oxyglutaminsaéure und Oxyprolin zu einem geringen Teil 
racemisch gefunden wurden. 

Zum SchluB méchten wir noch einmal auf das Kaninchen- 
Myxom von Sanarelli zuriickkommen, das uns bereits in einer 
friiheren Mitteilung®) beschaftigt hat. Aus diesem Virustumor 
haben wir damals Glutaminsiure mit 16,5°/, d-Form erhalten. 
Vor kurzem hat J. Klinke’) auf diesen Befund Bezug genommen 
und an Hand bekannter Tatsachen nachzuweisen versucht, dab 
das Myxom von Sanarelli nicht als bésartiger Tumor aufgefabt 
werden kann. Wir haben inzwischen die Analyse dieses Myxoms 
wiederholt, und zwar wurde nunmebhr das bendétigte Material aus 
der biologischen Abteilung unseres Instituts genommen; es 
stammte von Kaninchen, die am 9. Tag nach der Infektion ein- 
gegangen waren. Aus den groBen Knoten des Unterhautgewebes 
wurde nach der tiblichen Arbeitsweise Glutaminsdure mit einer 
Ausbeute von 6,1°/, des Trockenmaterials isoliert. Aus der 
spezifischen Drehung ergab sich ein Gehalt von 11,0°/, d-Form. 
Dieser Wert ist also niedriger als der friiher gefundene, liegt 
aber durchaus im Bereich der Abweichungen, die wir sonst nur 
bei malignen ‘'umoren festgestellt haben. 

Nach dem heutigen Stand der histologischen Geschwulst- 
forschung kann bei unklaren Fallen die Frage, ob ein ,,echter“ 
Tumor vorliegt, nur durch Methoden beantwortet werden, die 
_mehr oder weniger subjektiv sind. Diese Erkenntnis hat manche 
Autoren dazu veranlaBt, von einer Entscheidung dieser Frage 
beim Kaninchen-Myxom abzusehen. 

Wir haben es von Anfang an fiir wichtig gehalten, daB die 
neue Geschwulsttheorie theoretisch die Méglichkeit bietet, die 

6) Diese Z. 261, 154 (1939). 

) Klin. Wsehr. 19, 132 (1940). 
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iverschiedensten Formen des entarteten Wachstums zu umfassen. 
In der Tat zeigen auch die beiden bisher untersuchten Virus- 
‘tumoren stereochemische Abweichungen der EiweiBbausteine. 


f Aus der Tatsache, daB diese beim Myxom von Sanarelli gréBer 
sind, als nach der histologischen Beurteilung der Malignitat er- 


wartet wurde, kann nach unserer Auffassung kein allgemeiner 
Einwand gegen die Spezifitit unserer Befunde erhoben werden. 


'Es ist schon wiederholt darauf hingewiesen worden, daB die be- 


treffenden Proteine auch bei gleichem Gesamtgehalt an d-Amino- 
siuren vollig verschiedene Strukturen besitzen kénnen. Uberdies 
steht es keineswegs von vornherein fest, ob die Abweichungen 


'in histologischer Hinsicht bei den gleichen Zellbestandteilen auf- 
‘treten, was besonders beim Vergleich sehr verschiedener Tumor- 
F typen zu beriicksichtigen ist. Es wiire z. B. méglich, daB beim 
' Kaninchen-Myxom vor allem die fiir diesen Virustumor charak- 


teristischen Schleimstoffe relativ viel d-Glutaminsaure liefern, 


| wihrend der Einbau der verkehrten Bausteine in andere Zell- 


baw. Gewebsbestandteile nur eine untergeordnete Rolle spielen 
kénnte. Es steht auBer Diskussion, daB die Myxomatose von 
Sanarelli nach ihrem allgemeinen Krankheitsbild und insbe- 


isondere durch ihren hochgradig kontagiésen Charakter eine 
/Sonderstellung einnimmt. Die SchluBfolgerung von J. Klinke, 
'daB das ,,Vorkommen von d-konfigurierten Aminosiuren weniger 
‘eine geschwulstspezifische ‘atiologische Bedeutung haben kann, 
'als vielmehr der Ausdruck von méglicherweise besonderen Srt- 
‘lichen bzw. allgemeinen, zell- oder gewebspathologischen Vor- 
'gingen sein kénnte“ ist nach dem oben Gesagten in keiner 
| Weise stichhaltig. Die in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten 
| Analysen verschiedener pathologischer Gewebe bestarken viel- 
' mehr die Grundlagen der neuen Geschwulsttheorie. 


Herrn Prof. Kégl méchten wir fiir seine Anregungen zu 


dieser Arbeit herzlich danken. 


Fiir die Beschaffung von Material sind wir Herrn Prof. Nieuwenhuijse, 


Utrecht, sehr zu Dank verpflichtet. Ferner danken wir der I.G. Farben- 
industrie A.-G., Werk W.-Elberfeld, sowie der Rockefeller Founda- 
| tion fiir ihre uns erwiesene Unterstiitzung. 


) Experimenteller Teil 
Glutaminsaéure aus normalen und nekrotischen Kaninchennieren. 


| Bei 6 Kaninchen wurden die linken Nierenarterien unterbunden 
/und die Tiere nach 8 Tagen getitet. Die rechten normalen 
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Nieren der 6 Tiere, insgesamt 35 g Frischgewicht, ergaben 6,9, 
Trockenmaterial, das mit der 3-fachen Menge konzentrierter H(\ 
7 Stunden lang hydrolysiert wurde. Aus dem Hydrolysat wurde 
nach der von uns angewandten Aufarbeitungsmethode®) 912 me 
Glutaminsiure-hydrochlorid erhalten; nach Umkrystallisieren 835 mg 
Ausbeute: 670 mg Glutaminsiure = 9,7°/, des Trockenmaterials 


Nochmals umkrystallisiert, 742 mg aus 813 mg. 
[a], = ae 100 = + 31,5° 
Analyse’). 3,769 mg Subst.: 4,52 mg CO,, 1,88 mg H,O. — 4,219 mg 
Subst.: 0,282 eem N, (22°, 764 mm). 
C;H,O,N - HCl (183,5) Ber. © 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,71 » 90,58 me fh 
Die entsprechenden linken Nieren (61,1 g), bei denen die 
Rinde vdéllig nekrotisch war, lieferten 10,1 g Trockenmaterial, 
das in derselben Weise aufgearbeitet wurde. Wir erhielten daraus 
1194 mg Glutaminsidure-hydrochlorid; nach Umkrystallisation 
1037 mg. Ausbeute: 829 mg Glutaminsiure = 8,2°/, des Trocken- 


materials. +1,50 - 100 


a 
Nochmals umkrystallisiert, 940 mg aus 1016 mg. 

ae + 1,55 - 100 

. 5,06 
Die Drehung entspricht einem Gehalt von 1,7°/, d-Form. 
4,429 mg Subst.: 5,30 mg CO,, 2,19 mg H,O. — 4,450 mg Subst.: 
0,295 cem N, (22°, 764 mm). 
Gef. C 32,64 H 5,53 N 7,71. 


In einer zweiten Versuchsserie wurden die Tiere nach Unter- 
bindung der Arterie 14 Tage am Leben gelassen. Die normalen 
Nieren (30,5 g) ergaben 6,1 g Trockenmaterial. Nach der Hydro- 
lyse konnte eine erste Fraktion’’) von 315 mg Glutaminsiure- 
hydrochlorid isoliert werden. Nach Umkrystallisation 286 mg. 


8) Vgl. die ausfiihrliche Beschreibung in der 2. Mitt., Diese Z. 261, 
141 (1939). 

®) Die Analysen wurden von Herrn P. Hubers, Amsterdam, ausgefiibrt. 

10) Die Analyse der einzelnen Glutaminsiurefraktionen erfolgte in 
diesen und folgenden Fillen getrennt, um weiteres Beweismaterial dafir 
zu erbringen, da8 wir in keinem Falle die stiirkste Depression der spezi- 
fischen Drehung in der ersten Fraktion beobachten konnten. Vg]. hierzu 
unsere Ausfiihrungen in der 6. Mitt. Diese Z. Jb4¥ S /AX%. A 


= + 30,8°. 


= + 30,6°. 
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N 6,9. 
er HO) 
wurden Nochmals umkrystallisiert, 242 mg aus 265 mg. 
12 ng + 1,55 - 100 


Pa TEM «ral 0 
335 me ie (lp 4,97 seat 
terials, Eine zweite Fraktion lieferte 275 mg Hydrochlorid; nach Umkrystal- 
 lisation 248 mg. Gesamtausbeute: 428 mg Glutaminséure = 7°/, des Trocken- 
> materials. - 
4 _ 1,56 -5100 - 
[aly = Fag + SLAY. 
: Nochmals umkrystallisiert, 203 mg aus 224 mg. 
219 mg fe yw 11,56 - 100 _ 0 
fe [a]p 4,97 + 31,4°. 


| 4,243 mg Subst.: 5,10 mg CO,, 2,08 mg H,O. — 4,457 mg Subst.: 
; . 0,295 eem N, (22°, 766 mm). 
nm dic we Gef. C 32,78 H5,48 N 7,72. 


terial, : Die entsprechenden nekrotischen Nieren (55 g) lieferten 
araus » 10,2 g Trockenmaterial. Die erste Fraktion an Glutaminsiure- 
<a © hydrochlorid betrug 276 mg, nach Umkrystallisation 260 mg. 
cken- § 

p Ge nee eae ae wsidy OUE?. 


aa 


Nochmals umkrystallisiert, 214,5 mg aus 236 mg. 


iliac sod = + 31,1° 





Die zweite Fraktion enthielt 367 mg Hydrochlorid, nach Umkrystal- 


: lisation 333mg. Gesamtausbeute: 476mg Glutaminsiure = 4,7°/, des Trocken- 
ubst.: materials. 
a +1,54-100 
nter- ; Nochmals umkrystallisiert, 282 mg aus 311 mg. 
alen F 
: 1,57-100 
dro- (a), = eee = + 31,2° 
\ure- 
- 4,132 mg Subst.: 4,95 mg CO,, 2,03 mg H,O. — 4,109 mg Subst.: 
5 7 0,269 eem N, (22°, 766 mm). 
261, Gef. C 32,67 H5,50 N 7,64. 
iibrt. 3 Glutaminsaure aus cirrhotischer Kaninchenleber. Durch wieder- 


i. | holte intravenése Injektion von artfremdem HiweiS wurden bei 
mn | Kaninchen Leberschadigungen erzeugt, deren pathologisch-ana- 
erm  ‘omischer Befund im theoretischen Teil angegeben ist. 132 g 


F solcher Leber ergaben 20,5 g Trockenmaterial. Daraus wurde eine 





248 H. Erxleben und H. Herken, 


erste Fraktion von 356 mg Glutaminsdurehydrochlorid erhaltep. 
nach Umkrystallisation 318 mg. 


ics Ae. atk a eee 

fol» = cess =-+ 31,0 . 

Nochmals umkrystallisiert, 268 mg aus 295 mg. 
_ +.1,56-100 me gat 

[oe], = 00 st 31,2° 


Das zweite Krystallisat betrug 1256 mg, nach Umkrystallisation 1129 mg, 
Gesamtausbeute 1160 mg Glutaminsiure = 5,7°/, des Trockenmaterials. 


+ 1,52-100 | ‘ 
[a] = ~~ — + 30,2 ° 
Nochmals umkrystallisiert, 998 mg aus 1104 mg. 
+ 1,51-100 
[el], = —— + 30,4°. 


Die Drehung der zweiten Fraktion entspricht einem Gehalt von 
2,05°/, d-Form. Der d-Gehalt der gesamten isolierten Glutaminsiure be. 
triigt 1,8°/,. 

4,501 mg Subst.: 5,41 mg CO,, 2,18 mg H,O. — 4,558 mg Subst.: 
0,312 cem N, (23°, 746 mm). 

Gef. C 32,78 H 5,42 N 7,75. 


Glutaminsaéure aus menschlicher Lunge mit Miliartuberkulose. 
Es handelte sich um die Lunge eines 36jihrigen Mannes. Das 
Material erhielten wir aus dem Pathologischen Institut der Rijks- 
universiteit Utrecht, Reel LNiewwerkyijse, und zwar 19 Stunden 
nach dem Tode. 

95 g des Gewebebreis lieferten 14,5 g Trockenmaterial. Aus 
dem Hydrolysat lieB sich ein erstes Krystallisat von 595 mg Glut- 
aminsiure-hydrochlorid gewinnen; nach Umkrystallisation 548 mg. 


_ ane | ae ae 
[a], = : 5,03 = + 31,1 ° 


Aus den Mutterlaugen wurde ein zweites Krystallisat von 535 mg er 
halten, nach Umkrystallisation 492 mg. Gesamtausbeute 833 mg Glutamin- 
siure = 5,7°/, des Trockenmaterials. 


+ 1,52-100 . 
[«], = — — = + 30,5°. 
Die Drehung entspricht einem Gehalt von 1,9°/, d-Form. 
4,167 mg Subst.: 5,01 mg CO,, 2,03 mg H,O. — 4,000 mg Subst.: 


0,265 eem N, (22°, 766 mm). 
Gef. C 32,79 H_ 5,45 N 7.73. 


Glutaminséure aus Lymphogranulomatose. 250 g Gewebebre! 
ergaben 30,2 Trockenmaterial. Die aus dem Hydrolysat isolierte 
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| Umkrystallisation 1094 mg. 
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erste Fraktion von Glutaminsiure-hydrochlorid betrug 907 mg, 


‘nach Umkrystallisation 821 mg. 








_ ee ane 

[a], eit 4,94 — - 30,9 ° 

Nochmals umkrystallisiert, 719 mg aus 800 mg. 
i fot 

[a], = F505 =: 4 31,1°. 


Eine zweite Fraktion lieferte 1220 mg Glutaminsiiure-hydrochlorid, nach 


+ 1,51-100 


[oe], = 4,94 =-+ 30,6°. 

Nochmals umkrystallisiert, 969 mg aus 1070 mg. 
+ 106-200. . as ac 
[alp = —. = + 31,0°. 


Eine dritte Fraktion endlich ergab 545 mg Krystallisat, nach Um- 


| krystallisation 492 mg. Gesamtausbeute 1930 mg Glutaminsiiure = 6,4°/, 
' des Trockenmaterials. 


+ 1,48-100 on 
[a}p = 513 = + 289°, 





Nochmals umkrystallisiert, 425 mg aus 470 mg. 


+ 1,47-100 — 
[a], = 5,00 = + 29,4 ° 


Die Drehung der dritten Fraktion entspricht einem Gehalt von 


| 36°, d-Form. Der d-Gehalt der gesamten isolierten Glutaminsiure be- 
f trigt 1,6%>. 


4,341 mg Subst.: 5,22 mg CO,, 2,12 mg H,O. — 4,456 mg Subst.: 


0,291 eem N, (22°, 766 mm). 


Gef. C 32,80 H 5,46 N 7,62. 
Glutaminsaure aus Leukose eines Schweines. Das frische Material 


» wurde in Ather-CO, gefroren und im Exsiccator an der Olpumpe 
' tiber Schwefelsiure getrocknet. 60 g des trocknen Materials wurden 
' zerkleinert und in der iblichen Weise mit 0,9°/,iger NaCl-Lésung 
| extrahiert. Es wurden 16 g Trockenmaterial fiir die Hydrolyse 
erhalten. Daraus konnten 1318 mg Glutaminsiure-hydrochlorid 
| isoliert werden, nach Umkrystallisation 1152 mg. Ausbeute 922 mg 
| Glutaminsiure = 5,8°/, des Trockenmaterials. 





_. SLO. ance 
[alp me 5,17 = a. 29,4 . 
Nochmals umkrystallisiert, 1006 mg aus 1127 mg. 
_ +1,52-100 _ a 
[al =  — = + 30,2 ° 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 2,4°/, d-Form. 
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4,099 mg Subst.: 4,92 mg CO,, 1,97 mg H,O. — 4,679 mg Subst, 
0,311 eem N, (21°, 770 mm). 


Gef. C 32,74 H 5,38 N 7,79. 


Glutaminséure aus Sanarelli-Myxom. Aus Myxomen yo 
5 Kaninchen wurden nach Extraktion mit NaCl-Lésung 11,4 
Trockenmaterial erhalten. Nach Hydrolyse und iblicher Aut — 
arbeitung wurde eine erste Fraktion von 418mg Glutaminsiure. 
hydrochlorid erhalten: 





+ 1,25-100 ms 
ae 


Ps: 
Bay 
ea 
wes 
as 


oan 
a 


Umkrystallisiert, 349 mg aus 388 mg. 
+ 1,29-100 os 


i ee en i a Oe . 
[«], 4,99 + 20,8 - 
Die Drehung entspricht einem Gehalt von 9,3°/, d-Form. Eine zweite ‘ Fe 


Krystallisation von 516 mg Hydrochlorid ergab nach Umkrystallisieren 462 mg, 
Gesamtausbeute 701 mg Glutaminsiure = 6,1°/, des Trockenmaterials. 


1,18-100 t 

[aly = a a + 24°, Dwi 

5,03 M 

Umkrystallisiert, 401 mg aus 436 mg. 3 dic 
[alp = + 1,20 -100 = + 23.8° : get 

4,99 B her 

Die Drehung entspricht einem Gehalt von 12,4°/, d-Form. Der Gehalt Bo 


an d-Glutaminsdure, bezogen auf die gesamte isolierte Glutaminsiure, be- i Tr 
triigt 11,0°/,. 

Analyse des zweiten Krystallisates: 
4,349 mg Subst.: 5,22 mg CO,, 2,16 mg H,O. — 4,242 mg Subst.: al 
0,276 eem N, (21°, 774 mm). =) 
Gef. C 32,73 H_ 5,56 N 7,69. 
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Uber den Nachweis von d-Peptidasen mit Hilfe 
von d-Aminosdureoxydase 


a (Vorliufige Mitteilung) 


Von 


H. Herken und H. Erxleben 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Rijks-Universiteit Utrecht) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Mai 1940) 


Im Rahmen der Arbeiten iiber die Chemie der Tumoren haben 
Dy. Kégl und Mitarbeiter von Anfang an auf die Bedeutung der 
)Fermente!) hingewiesen, die fiir den Kinbau der d-Aminosiuren 
) verantwortlich sind. Wir haben zunichst mit Enzymextrakten aus 
» Tumoren gearbeitet und sind dabei auf Schwierigkeiten gestoBen, 


‘wie sie inzwischen auch von J. S. Fruton, G. W. Irving und 


°M. Bergmann?) beobachtet wurden. Seither ist das Problem durch 


die Verwendung von Seren’) als Enzymquelle in ein neues Stadium 
)getreten. E. Waldschmidt-Leitz und K. Mayer haben dariiber 


Gehalt 
re, be 


\ berichtet, daB das Serum Geschwulstkranker im Gegensatz zu 
Donat Serum d-Peptidasen enthalt, da racemische Di- und 


‘Tripeptide durch ersteres zu mehr als 50°/, gespalten wurden. 


'H. Bayerle*) und F. H. Podloucky fanden jedoch mit der 


Subst.: 






et SOE ORO Hien aie ee 


Yvon Waldschmidt-Leitz verwendeten Versuchsanordnung bei 


Bi teeoyeapes als Substrat in keinem Falle eine Spaltung von 
/uehr als 50°/,. Diese Autoren konnten jedoch durch stufenweise 
g Zafogung des Serums (bzw. des Tumorextrakts) das Vorhandensein 
von d-Peptidase ebenfalls nachweisen. 

Bei unseren eigenen Versuchen haben wir hauptsichlich d,l- 
‘sowie d-Leucyl-glycyl-glycin als Substrat verwendet, wobei wir uns 
@ genau an den von E. Waldschmidt-Leitz), K. Mayer und 
'R. Hatschek angegebenen Versuchsansatz hielten. 

Wie aus Tab. I zu ersehen ist, wurde mit dem racemischen 
| Peptid nur in einem Falle — und zwar erst nach einer Versuchs- 
| zeit von 120 Stunden — eine Spaltung erhalten, die die Grenze 





) Vgl. Diese Z. 258, 89 (1939); 261, 161 (1939). 

2) J. of Biol. Chem. 132, 465 (1940). 

’) Diese Z. 262, IV (1939); vgl. auch E. Abderhalden u. G. Caesar, 
' Fermentforsch. 16, 299 (1940). 


*) Biochem. Z. 304, 259 (1940). 5) Diese Z. 263, I (1940). 
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Spaltung von d,l- sowie d-Leucyl-glycyl-glycin 


H. Herken und H. Erxleben, 


Tabelle I 








Serum 





Zeit in 
Stunden 


d, 1-Form ‘ 








Aciditiits- 
zuwachs lo 
in cem 


0,01 n-KOH 


0 








- Aciditits- | 


pattang W 0,01 n-KOH | » 











Kaninchen 
Kaninchen 
Kaninchen 
Ratte. . . 
Ratte . 

Mensch* . 


Kaninchen 
(Brown - Pearce) 
Kaninchen 
(Brown - Pearce) 
Kaninehen*. . 
(Brown - Pearce) 
Mensch* ... 
Ca. Sigmoid.. . 
Rezidiv. . 
Mensch* ..., 
Ca. Oesophagus 
Mensch* . . 
Ca. coeci . . 
Mensech* . 

Ca, recti 


von 50°/, zweifelsfrei iibertraf. Dagegen ergaben die carcinoma- 
tésen Sera (mit einer Ausnahme) stets eine gewisse Spaltung des 
chemisch und optisch reinen d-Tripeptids. In Anbetracht des 
nicht sehr groBen Effekts schien es uns jedoch wiinschenswert, 
die Befunde durch eine von der Titration unabhingige Methode 
zu bestiatigen. Zu diesem Zweck wurde das abgespaltene d-Leucin 
mit Hilfe von d-Aminosaiureoxydase in der Warburg-Apparatur 
bestimmt. Zunachst haben wir uns davon iiberzeugt, daB die Seren 
selbst keine nachweisbaren Mengen d-Aminosdureoxydase enthalten 
und da8 d,l-Leucyl-glycyl-glycin unter den angewandten Ver- 
suchsbedingungen durch dieses Ferment nicht angegriffen wird’. 


*) Vgl. H. A. Krebs, Diese Z. 217, 191 (1933), sowie Biochemie. J. 29, 
1630 (1935). 








48 
48 


48 
72 


48 
72 
48 
120 
48 
120 
36 
60 





a) Normale Fille 


2.172 43,4 
1,761 35,2 
2.520 50,4 
2322 46,4 
2.459 49,2 
Tumor-Fille 
2.472 49,4 
2,564 | 51,3 
2,400 | 480 
2,480 | 496 
2320 | 46,4 
2,431 | 48,6 
2,262 | 45,2 
2650 | 53,0 
1,860 | 37,2 
3,103 | 62,0 
1,860 | $72 
2210 | 442 


* Vgl. Legende zu Tab. II. 
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Nachweis von d-Peptidasen mit Hilfe von d-Aminosiiureoxydase 953 


Die Brauchbarkeit der Methode ergab sich aus der Tatsache, daf 
gum Serum zugefiigtes d-Leucin zu 94°/, ,,wiedergefunden“ wurde. 


Tabelle Il 
Nachweis der Spaltung von d,l-Leucyl-glycyl-glycin 
durch d-Aminosiureoxydase 

Ansatz: 0,5 cem Serum + 0,5 cem Peptidlésung + 1,0 cem 0,9°/, ige 
NaCl-Lésung, py = 7,0; 30°. Nach 48 Stunden wurde in den Ansatz der 
Warburg-GefiBe 0,5 cem Fermentlésung’) gegeben, die nach Temperatur- 
ausgleich zum Substrat gekippt wurde. Versuchstemperatur bei der Des- 
aminierung 37,5°. Die Seren entsprechen den in Tab. I durch Sternchen 
: cekennzeichneten Fillen. 




















Konzentration es 
1, des d-Peptids —s /o 

Serum bei der Des- | C™™ O, mg d-N Spaltung 

aminierung 

Kaninchen normal . . m/80 0 0 
Mensch normal. . . . m/80 0,5 —- 0 
'Brown-Pearce ... . m/80 8,4 0,0104 3,0 
Ca. Sigmoid. Rezidiv . m/40 0,5 — 0 
Ca.Oesophagus. .. . m/40 18,1 0,0226 3,2 
Ca, OGM «ss al *m/80 12,5 0,0156 4,5 
eee. Ke yA 6,8 0,0085 2,4 


Wie man sieht, sind die Ergebnisse in befriedigender Uber- 
einstimmung mit den nach der gleichen Zeit erhaltenen Werten 
von Tab. I. Die Methode hat gegeniiber der Titration den Vor- 


| zug, daB die abgespaltene d-Aminosaure durch eine spezifische 
Reaktion nachgewiesen wird, so daB die Spaltung der d-Kompo- 
/nenten auch bei Verwendung der im allgemeinen leichter zugiing- 


lichen racemischen Peptide sicher nachzuweisen ist. Nach den 
in unserer 7. Mitteilung diskutierten Erfahrungen diirfte die 
Methode allerdings fiir langsam reagierende d-Aminosiuren (wie 
d-Glutaminsdure) weniger geeignet sein. Im iibrigen teilen wir mit 
anderen Autoren die Auffassung, daB die Bedeutung des Auf- 
tretens von d-Peptidasen in carcinomatésen Seren erst nach Vor- 
liegen eines sehr umfangreichen Materials beurteilt werden kann; 
insbesondere ware es z. B. verfriiht, aus dem Fehlen der d-Pepti- 
dase bei dem oben erwihnten Rezidiv bereits Schlubfolgerungen 
ziehen zu wollen. 

Herrn Prof. Dr. F. Kégl] sind wir fiir die Férderung unserer 
Arbeit sehr zu Dank verpflichtet. 


") Die Fermentlésung wurde aus einem Aceton-Trockenpulver von Schaf- 
nieren bereitet, wie dies in unserer 7. Mitteilung [Diese Z. 264, 220 (1940)] 
niher beschrieben ist. 
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Untersuchungen zur Frage des Vorhandenseins 
gebundener Ascorbinsaure 
Von 
Kurt Wachholder und Alice Okrent 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Rostock) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24, April 1940) 





Die Frage, ob die Ascorbinsiure (AS.) auBer in freier auch 
noch in gebundener Form vorkommt, ist in den letzten Jahren 
von verschiedenen Seiten teils mit rein chemischen, teils mit 
histologisch-chemischen Methoden bearbeitet worden, ohne daf 
jedoch bisher eine Einigkeit erzielt werden konnte. Dabei sind 
die letzteren Methoden vorzugsweise bei tierischen Organen an- 
gewandt worden, die ersteren jedoch mit Ausnahme der Milch 
(Catel’), Albrecht?) bis vor kurzem nur an pflanzlichen Mate- 
rialien. Erst letzthin sind sie von P. Holtz’) auf tierische Ge- 
webe iibertragen worden. Holtz kam dabei zu dem Ergebnisse, 
daB nicht nur in samtlichen bislang untersuchten tierischen 
Organen, sondern auch in der Milch ein erheblicher Anteil 
der AS. in an EiweiB gebundener Form vorliege und mit der 
tiblichen chemischen Bestimmungsweise nicht erfaBt worden sei. 
Da dies, wenn es sich bestitigen lief, fiir verschiedene von uns 
und unseren Mitarbeitern erhobene Befunde bzw. daraus gezogene 
SchluBfolgerungen von grofer Bedeutung wire, sahen wir uns 
zu einer kritisch-experimentellen Nachpriifung veranlaBt, zumal 
von Holtz verschiedene bereits gegen die Arbeiten von Mc Henry‘ 
sowie von Guha’) erhobene methodische Einwendungen®) un- 
beriicksichtigt gelassen wurden. 

Der erste und direkteste Beweis fiir das Vorhandensein ge- 
bundener AS. wird darin erblickt, daB man durch Hydrolyse des 
KiweiBniederschlages mit HCl Stoffe freimachen kann, welche 
das Reduktionsvermégen der AS. aufweisen. Hiergegen ist ein- 
zuwenden, a) daB es sich um unspezifische, beim Erhitzen und 
zumal beim Erhitzen mit HCl entstehende stark reduzierende 
Stoffe handeln kann (Moll und Wieters’), Borsook®), Mack und 


' den 
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' Tressler®) sowie b) daB, soweit es sich wirklich um AS. handelt, 


es der Extraktion entgangene, an den Niederschlag nur adsor- 
biert gewesene AS. sein kann. 

Zum EKinwand a) ist zu sagen, daB er nur durch den Tier- 
schutzversuch und allenfalls noch spektrophotometrisch ent- 


| kriftet werden kann, nicht hingegen dadurch, da bei Bebriitung 
' mit AS.-Oxydasenextrakten nach Tauber keine unspezifische 
| Restreduktionen iibrigbleiben. Noch unverdffentlichte Kontroll- 
' yersuche haben uns namlich gezeigt, daB in den Extrakten ver- 
schiedener tierischer, seltener in denen pflanzlicher Gewebe 
| Methylenblau reduzierende Stoffe vorkommen kénnen, welche 
' durch die Oxydasenextrakte ebenso zerstért werden wie die AS. 
| selbst. Reedman und McHenry”) sind bisher die einzigen 


gewesen, welche den AS,-Gehalt ihres HiweiBniederschlages durch 


' den Tierversuch sichergestellt haben. Sie benutzten aber als 


EnteiweiBungsmittel ein Gemisch von Trichloressigsiure und Meta- 


| phosphorsaure, und fiir die Trichloressigsiure ist von Ahmad?’) 


nachgewiesen, daB bei der ersten Extraktion erhebliche Mengen 
im Niederschlag haingen bleiben. So erklart es sich wohl, dab 


| Fujita und Ebihara?’), ohne Trichloressigsiure arbeitend, die 
| Befunde von Reedman und Mc Henry nicht bestatigen konnten. 


Was die andere, von Holtz anscheinend hauptsichlich be- 
nutzte Siure, die Sulfosalicylsiure (SS.), betrifft, so glaubt Holtz 
die bei ihrer Anwendung an den HiweiBniederschlag absorbierten 


' Mengen vernachlassigen zu diirfen, weil sie nach seinen Ver- 


suchen 5°/, nicht iibersteigen sollen, wobei anscheinend 5°/, der 
extrahierten Menge gemeint ist. Wir haben bisher, aufer fiir 
die Aufarbeitung von Vollblut, dasselbe annehmen zu diirfen ge- 
glaubt, und zwar deshalb, weil wir — ausreichenden Schutz 
gegen Verluste durch Oxydation vorausgesetzt — vor der Entei- 
weiBung zugesetzte AS.-Mengen entweder vollstandig oder mit 
0,5 mg-°/, nicht iibersteigenden Verlusten wiederfinden konnten. 
Dazu muBte aber ein Teil Gewebe mit mindestens 6 Teilen Saure 
versetzt werden. Dies ist zwar in den Organversuchen von 


| Holtz geschehen. Bei der Milch hat er jedoch nach persén- 


licher Mitteilung 3 bis héchstens 4 Teile Siure beniitzt, und 
dann erhielten wir bei Zusatz von 4 mg-°/, AS. bis zu 1,5 mg-°/, 
Verluste durch Adsorption. 

Nun muBten wir aber feststellen, daB auch bei den ¥ue 
soeersuchen mit einwandfreiem Saureverhiltnis aus dem Eiweif- 


niederschlag durch eine 2. Extraktion ohne jede Hydrolyse nicht 
| 18* 
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unerhebliche Mengen von reduzierenden Substanzen ausgezogen 
werden konnten. Diese entsprachen bei Kuhmilch 0,4 bis gut 
1 mg-°/, AS., bei Frauenmilch 1—2 mg-°/,, bei Leber und Niere 
zwischen 1,5 und fast 3 mg-°/,, bei Herz- und Skelettmuskely 
zwischen 0,8 und 2 mg-°/, und bei von Reedman und Mc Henry 
als besonders reich an gebundener AS. angesehenen pflanzlichen 
Nahrungsmitteln zwischen 1,5 und 5 mg-°/,. In Prozenten der 
bei der ersten Extraktion gewonnenen Mengen macht das bei 
der Kuhmilch 12—33°/, aus, bei der Frauenmilch 20—50°) , 
bei den inneren tierischen Organen wie Leber und Niere etwa 
10—20°/,, beim Herzen und bei den Muskeln zwischen 50 und 
70°/,, bei Mohrriiben auch bis zu 60°/,, hingegen bei Kohl- 
riiben nur etwa 15°/,, bei Kartoffeln 15—25°/,, beim Blumen- 
kohl etwa 8°/,. 

Derartige Mengen wurden aber nur dann erhalten, wenn 
die 2. Extraktion ebenso wie die 1. unter Oxydationsschutz 
durch Zusatz von 1 mg Cystein oder Glutathion pro ccm Siure 
vorgenommen wurde. In Parallelversuchen, in welchen wir, wie 
augenscheinlich Holtz, das unterlieBen, erhielten wir meistens 
die viel niedrigeren Werte wie er. Dasselbe gilt bei Ver- 
wendung der auch nicht véllig gegen Oxydationsverluste schiitzenden 
5°/,igen Metaphosphorsaure. 

Bei diesen, einerlei ob mit oder ohne Oxydationsschutz aus 
dem EiweiBniederschlag auswaschbaren Mengen an reduzierenden 
Substanzen diirfte es sich aber in vielen Fillen nicht nur um AS, 
handeln; denn dazu wurde das Methylenblau meistens viel zu 
ziehend entfarbt. LKinerlei wie dem auch sein mag, jedenfalls 
miissen diese einfach auswaschbaren Mengen von den nach der 
Hydrolyse des Niederschlages nachweisbaren abgezogen werden, 
um die im Niederschlag an Kiweib gebunden gewesenen AS.-Mengen 
zu erhalten. Holtz hat diesen Abzug augenscheinlich auch in 
Rechnung gezogen, hat ihn dann aber, getiiuscht durch den ge- 
nannten methodischen Fehler, als zu geringfiigig angesehen und 
deshalb unterlassen zu diirfen geglaubt. Nimmt man aber nun 
diesen notwendigen Abzug vor, dann pflegt bei der Kuhmilch 
nichts oder so gut wie nichts iibrigzubleiben. Bei einwandsfreier 
Durchfiihrung des Verfahrens ergibt sich demnach kein Anhalts- 
punkt dafiir, daB in der Kuhmilch eiweiBgebundene AS. in 
nennenswerter Menge enthalten ist. Es soll jedoch nicht ver- 
schwiegen werden, daB wir in einzelnen Proben derselben Milch 
nach der Hydrolyse des Hiweibniederschlages enorme Reduk- 
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| tionswerte, entsprechend mehr als 10 mg-°/, AS., erhielten. Das 
| Methylenblau wurde dabei derart rapide entfairbt, wie es reine 
| AS. nicht vermag. In diesen Fallen dirfte, wie schon von 
' Kauke}’) dargetan wurde, durch das Kochen H,S aus dem Ki- 
' wei abgespalten worden sein. 


Bei der Frauenmilch ergaben sich vor Behandlung mit 


| H,S bei Hydrolyse des Niederschlages héhere Reduktionswerte 
als bei bloBem Auswaschen des Niederschlages. Der Unter- 
F schied entsprach 1,4—2 mg-°/, AS., doch macht starkes Ziehen 
' bei der Titration es wiederum fraglich, ob der ganze Unter- 
' schied wirklich auf AS. zu beziehen ist. Dasselbe ergibt sich 
' auch aus der merkwiirdigen Beobachtung, daB die Werte nach 
' Einwirkung von H,S anstatt héher haufig niedriger wurden, was 
| bei reinen AS.- bzw. Dehydro-AS.-Lésungen niemals der Fall 
' ist. Infolgedessen pflegte der Unterschied nach Behandlung mit 
| H,S gegentiber reinem Auswaschen des Niederschlages bis auf 
| 0,1—0,3 mg-°/, ausgeglichen zu sein. Die Versuche lassen dem- 
' nach die Deutung zu, daB in der Frauenmilch im Gegensatz 
' zur Kuhmilch neben der freien noch eine geringe Menge an ge- 
' bundener AS. vorhanden ist. Das Ergebnis méchten wir aber 
' wegen des starken Ziechens bei der Titration und auch wegen 
' der merkwiirdigen Abnahme nach H,S nicht als eindeutig be- 
' trachten. Jedenfalls ist der gebundene Anteil weit geringer als 
' von Holtz angenommen. 


Hingegen kénnen wir die Angabe von Holtz voll bestatigen, 


| daB bei tierischen Organen durch Hydrolyse des KiweiBnieder- 
' schlages stets ganz erhebliche Mengen von reduzierenden Sub- 
' stanzen herauszuholen sind. Auch bringt der fragliche Abzug 
' sie nicht zum Verschwinden, wenngleich wir durch diese Kor- 
| rektur — sowie auch durch das Arbeiten unter Oxydations- 
| schutz — den ,gebundenen“ Anteil meist erheblich geringer 
' fanden als Holtz (Tab. 1, letzte Spalte). Dies trifft besonders 
' fiir das Herz des Kaninchens zu, bei welchem Holtz sogar fast 
' nur ,gebundene“ AS. fand. In unseren Versuchen verhielten 
' sich, wie sich aus dem Vergleich der ersten und letzten Spalte 
| der Tab. 1 ergibt, sowohl beim Kaninchen- als auch beim Meer- 
schweinchenherzen die beiden Anteile etwa wie 1:1. Bei den 
| Skelettmuskeln der Kaninchen schwankten die Ergebnisse nach 
' der Art der Muskeln; teils lieB sich ebenfalls etwa gleichviel 
| ygebundene“ AS. aus dem Niederschlag durch Hydrolyse heraus- 
| holen wie ,,freie* AS. aus dem Sulfosalicylsiureextrakt, teils nur 
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Tabelle 1 


In tierischen Organen ohne und mit Hydrolyse durch HCl gefundener Gehalt 
an Vitamin C (Ascorbinsiure + Dehydroascorbinsiure) in mg-°/, 








ay, 





























Im Sulfosalicylsiureextrakt Pp 
seen 7 Im Eiweib- 
Vorbehandl. der ( rgane | c niederschlag 
Organ und Tierart ” b J nach 
Hydrolyse Unterschied Hydrolyse 
lien | <= a b gegen a mit HC] 
| ei |] . 0 : : 
aie lo in mg-°/, wie bei b 
Leber | | 
NR 5? 5 ES 19,89 | 19,38 | —0,51 17,33 
Kaninchen, ..... 17,45 | 16,27 —1,18 7,34 
Meersehweinchen. . . 11,53 | 12,24 | +0,71 7,45 
Niere 
eee eee 15,40 14,69 —0,71 6,84 
Kaninchen. ..... 10,81 11,76 +0,95 4,49 
Meerschweinchen. . . 6,83 9,18 +2,35 7,55 
Herz 
eee 2,55 5,10 + 2,55 2,14 
Meerschweinchen. . , 3,06 — | — 3,16 
Skelettmuskeln | 
Kaninchen Adduktor . 1,53 | —_ 0,31 
Gastroknemius. . . 1,33 2.55 +1,22 2,14 
a a ere 2,65 4,28 +1,63 1,94 
Meerschweinchen. . . 2,04 | 245 | +0,41 1,94 








20°/, der letzteren. Bei den Meerschweinchenmuskeln wurde 
teils wie von Holtz mehr als doppelt soviel, teils nur knapp 
gleichviel ,gebundene“ wie ,,freie“ AS. gefunden. Fiir die Niere 
des Meerschweinchens bestiitigte sich hingegen der Befund von 
Holtz eines héheren ,,gebundenen“ Anteils, doch lieB das Ver- 
halten beim Titrieren es hier wieder fraglich erscheinen, ob es 
sich wirklich um AS. handelte. Bei den Nieren des Kaninchens 
und Schweines wurde hinwiederum im Verhiltnis weniger _,,ge- 
bundene“ AS. gefunden als von Holtz, immerhin noch zwischen 
40 und 50°/, des freien Anteiles. Bei den Lebern der ver- 
schiedenen Tierarten ergab sich jedoch ein Ahnlich hoher ,,ge- 
bundener“ Anteil wie von Holtz angegeben. Insbesondere wurde 
wie schon von Holtz bei der Schweineleber besonders viel ,,ge- 
bundene“ AS. gefunden, nimlich fast ebenso viel wie freie. 
Nach den Ergebnissen dieser Untersuchangsreihe wire dem- 
nach bei tierischen Organen im Gegensatze zur Milch sehr wobl 
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| mit der Méglichkeit des Vorhandenseins eines betrichtlichen 
| ,gebundenen® AS.-Anteiles zu rechnen. Es sei aber vorweg- 
' genommen, daB dies nach den Ergebnissen der gleich noch zu 
~~~ f& besprechenden anderen Versuchsreihe eine starke Kinschrinkung 
veib- [ erfibrt. 
hlag SchlieBlich wurden noch einige derjenigen pflanzlichen 
: | Nahrungsmittel untersucht, in welchen nach Reedman und 
yse —} McHenry sowie auch nach einem Vortrage von Holtz) ein be- 
_ sonders groBer gebundener AS.-Anteil vorhanden sein soll. Dabei 
| bestatigte sich, daB auch hier nach der genannten Korrektur 
_ regelmaBig ein Plus an Reduktionsvermégen infolge Hydrolyse 
' ibrigblieb. Dieses entsprach aber bei Mohrriiben nur 0,4 mg-°/,, 
7 ' bei Kohlriiben und beim Blumenkohl nur 0,8 mg-°/,, bei Schwarz- 
| _ wurzeln 0,8—1,8 mg-°/,. Lediglich bei Kartoffeln wurde ver- 
schiedentlich ein héherer Zuwachs bis zu 3 mg-°/, gefunden, 
doch pflegte dann die Titration stark ziehend zu erfolgen. 
Immerhin ist demnach auch fiir pflanzliche Gewebe die Még- 
lichkeit zuzugeben, daB in ihnen ein Teil der AS. in gebundener 
Form vorliegt, aber, soweit wir bisher sagen kénnen, mit Aus- 
nahme der Kartoffel in einem weit geringeren Ausmafe als von 
den genannten Autoren und auch von Guha angenommen 
wurde. 
Kin zweites Verfahren zum Nachweise des gebundenen 
AS.-Anteiles besteht darin, daB man nicht den EiweiBnieder- 
schlag, sondern das pflanzliche oder tierische Gewebe bzw. die 


rehalt 


rde — Milch selbst erhitzt und ein Plus an Reduktionsvermégen gegen- 
pp | iiber dem Rohmaterial auf freigewordene gebundene AS. bezieht. 
ere — Das Erhitzen zu diesem Zwecke wurde zuerst von Mc Henry 
on — und Graham sowie von Guha und Mitarbeitern an pflanzlichem 
er- Material, dann von Catel und Albrecht bei Milch ohne Zu- 
es —§ satz von HCl vorgenommen. Spiater haben dann Reedman und 
ns — McHenry an pflanzlichem und darauf Holtz an tierischem 


yee & Material zur Vervollstindigung der Hydrolyse HCl zugesetzt. 
en — Speziell bei der Milch soll nach Holtz durch 10 Minuten lange 
x- [| Hydrolyse mit HCl bei 100° eine quantitative Uberfiihrung der 


e- gebundenen in die freie Form méglich sein. 

de & Bei diesem Verfahren besteht die hauptsichlichste Fehler- 

e- — quelle darin, daB bei der Aufarbeitung des rohen Materials ein 
| erheblicher Teil der AS. durch Oxydation verloren geht, nach 

n- — dem Erhitzen infolge der damit verbundenen Zerstérung der Oxy- 


dasen jedoch nicht oder nur in geringerem AusmaBe und dab 
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so eine Zunahme vorgetiuscht wird. Dies ist fiir pflanzliches 
Material bereits von van Eekelen, Mack, Wachholder, sowie 
Fujity und Ebihara eingewandt worden und fiir Milch von 


Albrecht. Diese Tauschungsméglichkeit besteht natiirlich nicht & 


nur fiir den Vergleich von rohem und gekochtem, sondern ebenso 
fiir denjenigen von unvorbehandeltem und in der Hitze mit HC] 
hydrolysiertem Material. Gegen diese Fehlerméglichkeit hat sich 
nun Holtz, wie er schreibt, nur in manchen Versuchen durch 
Zusatz von Cystein zur Saure zu schiitzen gesucht. Aus den 
Kinzelangaben in den Tabellen geht hervor, daf dies nicht bei 
unvorbehandeltem Material, sondern nur bei bestimmten Hydro- 
lyseversuchen und bei Versuchen mit Freimachung des ge- 
bundenen Anteiles durch Papain erfolgte, anscheinend immer 
nur dann, wenn eine laingere Aufbewahrung in wenig saurem 
Milieu stattfand. Fiir die Aufarbeitung der Milch lehnt er die 
Notwendigkeit eines solchen Schutzes sogar ausdriicklich ab mit 
der Annahme, ,,daB eine in der Milch etwa vorhandene Ascor- 
binase in dem stark sauren Milieu der zur EnteiweiBung etwa 
benutzten 5°/,igen Sulfosalicylsiure kaum fermentative Wirkungen 
entfalten dirfte, unter diesen Bedingungen auftretende oxydative 
Verluste an Ascorbinsiure vielmehr wohl eher auf einer Autoxyda- 
tion beruhen wiirden, die dann aber vermutlich gleichermafen 
im Filtrat der gekochten und der ungekochten Milch stattfiande. 
Beide Annahmen sind aber, wie die experimentelle Priifung in 
Bestitigung der friiheren Befunde von Albrecht ergab, irrig 
(Tab. 2). Uberdies zeigte sich in Kontrollversuchen, mit und 
ohne Zusatz von synthetischer AS., daB besonders groBe Oxyda- 
tionsverluste drohen, wenn man wie Holtz einen Teil roher 
Milch mit nur 3 oder 4 Teilen Sulfosalicylsiure enteiweiBt. Dem- 
entsprechend fanden auch wir, seine Versuchsbedingungen ein- 
haltend, nach dem Kochen der Milch, und zumal nach dem Er- 
hitzen derselben mit HCl, fast stets héhere Werte. Diese lagen 
aber bei Kuhmilch niemals iiber den bei einwandsfreier Methodik 
(l0fache Verdiinnung, Oxydationsschutz durch Zusatz von 1 mg 
Cystein oder Glutathion pro 1 ccm Sulfosalicylsiure, Anwendung 
nicht des theoretisch optimalen, sondern des fiir die jeweiligen 
Bedingungen tatsichlich gemessenen Methylenblau-Titers) bei un- 
vorbehandelter Milch erhaltenen Werte, sondern meistens erheb- 
lich darunter. Dabei fand das Erhitzen bzw. Hydrolysieren, wie 
es Holtz vorschreibt, unter CO, statt. Das Experiment be- 
stiitigte auch nicht die Annahme von Holtz, daB sich durch 
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| Jingerdauerndes Erhitzen mit HCl gréBere Mengen gebundenen 
| Vitamins in Freiheit setzen lassen. Die Werte nehmen vielmehr 
| stindig ab, allerdings unter CO, langsamer als bei Luftzutritt. 
S Selbst bei der von Holtz empfohlenen Kochzeit von 10 Minuten 
' sind sie oft schon wesentlich niedriger als wenn man nur 
' 4 Minuten kocht. Tab. 2 zeigt am Beispiel der Milch der- 
' selben auch von Holtz untersuchten Kuh, daB sich einwands- 
| frei untersucht (oberste Zeile) im rohen unvorbehandelten Zu- 
' stande gut 3 mg-°/, finden lassen, was nach dem Erhitzen, 
' einerlei ob mit oder ohne HCl, nicht wieder erreicht wird. Unter 
' den von Holtz angegebenen Bedingungen (unterste Zeile) wird 
in allen Fallen wesentlich weniger gefunden, und zwar etwa 
' ebensoviel wie von diesem selbst bei der gleichen Milch ge- 
- funden wurde (seine Tab. 5). Dabei zeigt sich auch deutlich die 
' scheinbare Zunahme nach kurzem Kochen und nach Erhitzen 
' nach HCl. Somit ergibt sich, ebenso wie nach dem erst- 
' besprochenen Verfahren auch auf diese Weise nicht der ge- 
| ringste Beweis dafiir, daB die Kuhmilch gebundene AS. enthiilt. 
| Sollte dies doch der Fall sein, dann ist sie auch bereits mit 
' dem iiblichen Bestimmungsverfahren erfaBt worden. 


Tabelle 2 


‘ In derselben Kuhmilch bei verschiedener Behandlung gefundener Gehalt 


an Vitamin C in mg-°/, 





Art d. EnteiweiBung Uavor-- ye : ~ Erhitzt mit n/2-HCl 
Gekocht unter CO, | 7. 100° unter CO, 








durch behandelt} __ PA ow ac cn aaors 
Sulfosalicylsiure roh 4 Min. 10 Min. 4 Min. 10 Min. 
cem Siure | Oxy- BS. > eee o | 1% we + z 


+i |? 

procem  dations- ee, Cr a ed | a 
Mileh | schutz pars <5 | 
| | j 

mit | 3,06 | 3,16] 2,75 | 2,86 | 1,94 | 2,35 | 2,38 | 2,95 | 1,69| 1,69 
| ohne 1,33 2,45/2,14/2.35) 9 a 
| it | | 1,90 | 1,93 | 1,18} 1,20 
| ohne | 1,14} 1,51] 1,60} 2,38 | 1,22 1,35 1,90) 1,94 











Bei der Frauenmilch sind dieselben Fehler zu vermeiden, 
doch pflegen die beim Arbeiten ohne Oxydationsschutz ent- 
standenen Verluste kleiner zu sein. Auf der geringeren Oxyda- 
tionsempfindlichkeit beruht es wohl auch, wenn man nach dem 
Kochen nur sehr selten niedrigere Werte wiederfindet, sondern 
meistens gleichhohe oder sogar héhere als vor dem Kochen. 
Letzteres konnte in Bestitigung des Befundes von Albrecht 
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auch bei einwandsfreier Aufarbeitung konstatiert werden, und 
zwar wesentlich haufiger als seiner Zeit, namlich in etwa de 
Halfte der untersuchten Fille. Die Zunahme betrug abe 
héchstens 0,4—0,6 mg-°/,. Meist lag sie mit 0,1—0,2 mg.) 
noch an der Fehlergrenze der Methodik. Bei der Hydrolyse 
durch Erhitzen mit n/2HCl ergab sich unter 7 Fallen kein 
einziges Mal ein niedrigerer Wert als in der unbehandelten 
Milch, 2 mal der gleiche Wert, 3 mal eine Zunahme von 0,1 
bis 0,2 mg-°/, und je 1 mal eine solche von 0,3 und 1,0 mg-°/, 
Ebenso wie die Ergebnisse bei Hydrolyse des EiweiBnieder- 
schlages lassen demnach auch diese die Méglichkeit zu, daB in 
der Frauenmilch im Gegensatz zur Kuhmilch auBer freier noch 
gewisse Mengen von gebundener AS. enthalten sind. Catel kénnte 
demnach im Prinzip doch Recht haben. Aber wenn dem wirk- 
lich so ist, dann fragt es sich nach obigen Ergebnissen doch sehr, 
ob gebundene AS. so regelmiBig und in derartigen Mengen in 
der Frauenmilch vorkommt, da8 man dem _ erniahrungsphysio- 
logisch eine Bedeutung zumessen mub. 

Bei der Hydrolyse von Leber und Niere fanden wir ebenso 
wie auch schon Holtz bei weitem nicht die Zunahme des Re- 
duktionsvermégens, wie sie nach der Hydrolyse des LHiweib- 
niederschlages dieser Gewebe zu erwarten gewesen wire. Oxy- 
dationsverluste durch Zusatz von Cystein zur Sulfosalicylsiure 
vermeidend, erhielten wir bei der Leber des Schweines und 
Kaninchens sowie bei der Niere des Schweines sogar etwas 
weniger als vor der Hydrolyse (Tab. 1). Lediglich bei der Meer- 
schweinchenniere wurde auch auf diese Weise ein erhebliches 
Plus gefunden, aber das Verhalten bei der Titration lieB es auch 
hier wieder als sehr zweifelhaft erscheinen, ob es sich wirklich 
um AS. handelte (vgl. oben). Die Tatsache, daB man auf diese 
zweite Weise nur eine viel geringere Zunahme erhilt, kénnte 
man dadurch zu erkléren versuchen, da’ die Hydrolyse bei den 
nur grob zerkleinerten Geweben nicht so vollkommen sein konnte 
wie beim feindispersen Niederschlage. Das kann aber der Grund 
nicht sein; denn bei der genau so behandelten Herz- und 
Skelettmuskulatur erhielten wir die aus dem EiweiBnieder- 
schlag gewinnbare Menge auch nach Hydrolyse der Muskeln 
selbst zu einem sehr hohen Prozentsatze wieder und teilweise 
sogar noch mehr. Nimmt man dazu noch, daB Holtz auch durch 
Kinwirkung eiweiBspaltender Fermente (Pepsin, Papain) auf Leber- 
und Nierengewebe nur einen verhiltnismiBig kleinen Reduktions- 
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| zuwachs erhalten und selbst das nicht immer reproduzieren 
| konnte, so bestatigen die Ergebnisse dieses zweiten Verfahrens 
' nur fiir die Herz- und Skelettmuskulatur, nicht dagegen fiir 
' Leber und Niere die nach dem ersten Verfahren der Hydrolyse 
' des Niederschlages anzunehmen gewesene Méglichkeit des Vor- 
' handenseins gréBerer Mengen von gebundener AS. 


Was schlieBlich pflanzliches Material betrifft, so konnte 


' auch hier das bei der Hydrolyse des Niederschlages festgestellte 
' Plus bei der Hydrolyse der Gewebe selbst nicht wiedergefunden 
' werden. Das ist aber bei den Kartoffeln, bei welchen aus dem 
| Niederschlag am meisten herausholbar war, nicht beweisend, denn 
| bei den Kartoffeln laBt sich die zur Hydrolyse erforderliche vor- 
' herige Zerkleinerung wegen der sehr starken Oxydasen nicht ohne 
' Oxydationsverluste durchfiihren. In der Tat wurde bei gewdhn- 
' lichem haushaltsmiBigen Kochen unzerkleinerter Kartoffeln, so- 
fern die ins Kochwasser iibergetretene AS.-Menge mitberiicksichtigt 
' wurde, bei einer gréBeren in Gemeinschaft mit der Landwirt- 
_ schaftlichen Versuchsstation Rostock (Professor Nehring) durch- 
| gefiihrten Versuchsreihe in etwa einem Viertel der Fille eine 
| Zunahme gegeniiber dem Rohgehalte festgestellt. Dabei ergaben 


sich erhebliche Sortenunterschiede, z. B. fanden sich bei der Sorte 


Juliniere in mehr als 50°/, der Untersuchungen ein Plus, bei der 


Sorte Flava hingegen nur ganz ausnahmsweise. Insbesondere aber 
zeigte sich im Verlaufe der Lagerung eine auffallende Abnahme 
in der Héhe der Zunahme nach dem Kochen. Diese betrug 
im September im Durchschnitt etwa 3,4 mg-°/,, im Dezember 
2 mg-°/,, im Marz etwa 1,9 mg-°/, und im Mai/Juni nur noch 
gegen 0,7 mg-°/,. Im Verhialtnisse zum ohne Hydrolyse ge- 
wonnenen Gehalte im rohen Zustande sind das 20, 15, 13 und 
7°/,. Es mu8 spiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben fest- 
zustellen, ob sich auch bei der Hydrolyse des EiweiBniederschlages 
eine solche jahreszeitliche Abnahme des scheinbaren ,,gebundenen“ 
AS.-Anteiles ergibt. 

Da Karotten und Kohlriiben nur schwache oder gar keine 
AS.-Oxydasen besitzen, gilt da das fiir Leber und Niere Gesagte. 
Ks wurde beim haushaltsmaBigen Kochen auch niemals ein Plus 
beobachtet und ebenso schlieBlich auch nicht beim Blumenkobl. 
Von Obst konnten bis jetzt Rhabarber und Stachelbeeren darauf- 
hin untersucht werden, bei denen sich nach dem Kochen ebenfalls 
kein Zuwachs zeigte. Eine Ausdehnung der Hydrolyseversuche 
hierauf und auf weiteres Obst und Gemiise steht noch aus. 
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Derartige Untersuchungen sind deshalb bedeutungsvoll, weil 
Obst und Gemiise ja die hauptsichlichsten Lieferanten von Vi. 
tamin C in unserer Nahrung darstellen und weil, wenn sie bis. 
lang unberiicksichtigt gebliebene erhebliche Mengen an gebundenem 
Vitamin C enthielten, zahlreiche der von anderen Autoren und 
auch von uns erhobenen Befunde iiber die Héhe unseres Bedarfes 
an Vitamin C und vor allem iiber die Méglichkeit einer Deckung 
dieses Bedarfes durch unsere landesiibliche Ernahrung einer 
durchgreifenden Revision bediirften. 

Nach den soeben mitgeteilten Ergebnissen unserer kritischen 
Nachpriifungen scheint uns eine solche Revision nicht notwendig 
zu sein. In dieser Meinung werden wir bestarkt durch das Er. 
gebnis einer gréBeren Zahl in den letzten Jahren gemeinsam mit 
Hamel!) durchgefiihrter Bilanzversuche iiber den C-Haushalt des 
Menschen. In diesen zunachst unter Zufuhr von reiner synthetischer 
AS. und dann nicht nur von gekochten, sondern auch von rohen 
Vitamin-C-haltigen pflanzlichen Nahrungsmitteln aufgestellten 
Bilanzen hatte es sich unbedingt zeigen miissen, wenn bei der 
von uns getibten Extraktionsmethode nennenswerte Mengen von 
gebundener AS. im Niederschlag stecken geblieben wiren. Man 
miBte dann schon die iiberaus unwahrscheinliche Annahme machen, 
daB diese auch bei unserer Verdauung nicht ausgeniitzt werden 
kénnen, woraus sich im iibrigen ergiibe, daB sie erndhrungs- 
physiologisch mit Recht vernachlissigt worden wiren. 

Mit alledem soll nun nicht etwa bestritten werden, daB ein 
gebundener AS,-Anteil iiberhaupt nicht vorkommt, denn das geht 
nach den histochemischen Untersuchungen vor allem von Tonutti’), 
aber auch nach denen von Giroud und Mitarbeitern sowie von 
Hirt und Wimmer’) fiir tierische Organe wohl kaum mehr an, 
und ebenso auch fir chlorophyllhaltiges pflanzliches Material 
nicht nach den Untersuchungen von Dischendorfer?*) sowie 
von Weber’’), Aber gerade aus diesen histochemischen Unter- 
suchungen entspringt eine weitere erhebliche Schwierigkeit fiir 
die von Holtz vertretene Anschauung; denn sowohl Giroud als 
auch T'onutti betrachten das Verschwinden der fraglichen Ge- 
bilde nach Vitamin-C-armer Ernihrung als Hauptstiitze dafiir, dab 
es sich wirklich um Vitamin C handelt. Holtz fand hingegen 
beim Meerschweinchen nach 5tigiger C-armer Ernihrung trotz 
starken Sinkens des freien AS.-Anteiles keine Abnahme des durch 
Hydrolyse des Niederschlages gewonnenen ,,gebundenen“ Anteiles. 
Ks ist uns unverstandlich, wieso dieser Befund sogar dafiir sprechen 
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‘soll, daB hier eine Reserve- oder Depotform aufgefunden sei, ein 
| Reservoir an biologisch inaktiver Substanz, ,aus welchem durch 
Lisung der Bindung dem Bedarf entsprechend die freie aktive 


Form zur Verfiigung gestellt werden kann“. 


Wenn dieser Befund von Holtz sich — auch bei langfristiger 


Mangelkost! — bestiitigen lassen sollte, so scheint er uns im 


Gegenteil nur so erklarbar zu sein, dab es sich hier entweder 
um das eigentliche Vitamin handelt, dessen Bestand der Kérper 


' auf Kosten der freien AS. als des Provitamins méglichst zu 


wahren sucht, oder so, da es sich hier iiberhaupt nicht um 
Vitamin C handelt. Gegen ersteres sprechen die angefiihrten 
histochemischen Ergebnisse, fiir letzteres sprechen manche unserer 
obigen Beobachtungen. 

Wir méchten uns daher, bis das Gegenteil bewiesen ist, viel- 
mehr der von Fujita und Ebihara geauBerten und fir pflanz- 


' liches Material auch schon experimentell gestiitzten Meinung 
' anschlieBen, daB ein gebundener Anteil, soweit er iberhaupt 
' existiert, bei der Kinwirkung der Metaphosphorsiure bzw. Sulfo- 
: salicylsiure frei wird und dementsprechend im Extrakt miterfabBt 
wird. Wir méchten das um so mehr, als Sievers”) kiirzlich in 
: unserem Institut zeigen konnte, daB das auch beim tierischen 
' Material der Fall sein dirfte. Immerhin mu8 mit der Méglich- 
| keit gerechnet werden, daB dies nicht vollstindig stattfindet und 
| Holtz wenigstens zum Teil Recht behalt. Fir diesen Fall war 


der von Holtz gegen die in unserem Institut iiber die Fahigkeit 
der tierischen Gewebe zur Synthese von Vitamin C durchgefiihrten 
Untersuchungen?) erhobene Einwand zu iiberpriifen, dab der nach 
6stiindigem Aufenthalt im Brutschrank beobachtete Zuwachs an 
AS. nicht durch Synthese, sondern durch Freiwerden von nicht 
erfaBbarer gebundener AS. durch Autolyse entstanden sei. Wach- 
holder, Baucke und Podesta hatten sich diesen EKinwand, was 
Holtz entgangen zu sein scheint, bereits selbst gemacht, aber bei 
dem seinerzeitigen Stand unserer Kenntnisse vernachlissigen zu 
diirfen gemeint. 

Wir haben nunmehr den Einwand experimentell iiberpriift. 
Falls er zu Recht bestand, dann muBte nach der 6stiindigen Auf- 
bewahrung der Organe bei 37° C eine Abnahme der durch Hy- 
drolyse aus dem Niederschlag noch frei zu machenden Menge an 
»gebundener“ AS. nachweisbar sein, und zwar um ebensoviel wie 
die freie AS. wihrend der Aufbewahrung zugenommen hatte. Der 
Versuch bestatigte dies jedoch nicht, sondern es zeigte sich im 
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Gegenteil eine Zunahme auch des ,,gebundenen“ Anteiles (Tab. 3) 
Damit ist der von Holtz erhobene Einwand mitsamt den von ihn 
daran angeschlossenen Uberlegungen hinfallig geworden. 

















1 | 2 








Tabelle 3 
Alteres ausgewachsenes Meerschweinchen 
ee Ascorbinsiiure 
Ascorbinsiiure + Dehydroascorbinsiiure 
Gehalt Anderung Gehalt | Anderung 
in mg-°/, 2 gegen 1 in mg-"/, | 3 gegen 4 
| nach | in |in 9 lnach | i | i, 9 
| ts ee a ila | 22 
sofortie Stdn.. | 0 | sofort 6 Stdn. | 0 
g-"/o) von 1} 3 4 





Niere 





Frei im Extrakt . .| 3,98 | 4,17 |+0,19'+ 4,8] 3,98 | 5,81 |+1,83/+45,9 


Gebund. im Nieder- | | 
meee. S262 8 1,84 | 2,53 |+0,69 +36,9] 3,06 | 5,10 |+2,04 +666 


Frei im Extrakt . .] 0,71 | 0,57 |— 0,14 —19,7 G71 146 +0321 +450 
Gebund. im Nieder- | | 


Muskeln 

















ae 1,33 | 2,55 |+1,22 +91,7] 2,24 | 4,11 |+1,87) +83,55 
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Zur Kenntnis der Gallensaiuren 
60. Mitteilung 


Von 


Martin Schenck 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinair-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. April 1940) 





I. 6-Nitrobilianséure aus 7-Nitrodesoxybiliensaure 
bzw. aus Bilianséure-dioxim 


Bei der Untersuchung von Ketoximsiuren der Gallensiure- 


| reihe in ihrem Verhalten gegeniiber Salpetersiure (D. 1,4) von 
' Raumtemperatur war beobachtet worden, da8 solche Verbindungen, 
' welche eine NOH-Gruppe am Kohlenstoffatom 7 tragen, zur Bil- 
dung von blaugefarbten ungesiittigten Nitrosoverbindungen befiahigt 
' sind. Es handelt sich dabei um den Ubergang der Gruppe: 
| —C(: NOH)—CH< in die Gruppierung: —C(NO)=C<. In 3 Fallen 
| sind bisher solche Nitrosokérper in reiner und gut krystallisierter 
| Form erhalten worden (I, II, III). Die Nitrosoverbindung I entsteht 
_ aus Biliansiure-oximlactam (C,,H,,N,O,) und aus der Oximino- 
| lactamhydroxamsiure C,,H,,N,O, und geht bei langer dauernder 
| Einwirkung von Salpetersdure in die 6-Nitro-([sonitro-)ketolactam- 
| tricarbonsaéure C,,H,,N,0,, (IV) iiber, die ihrerseits auch direkt 


aus Biliansdiure-oximlactam und aus der Oximinolactamhydroxam- 
siure (in beiden Fallen iiber die Nitrosoverbindung I), sowie ferner 
aus der Ketolactamtricarbonsaéure C,,H,,NO, (Strukturformel wie 


: IV, aber an Stelle der —=NO,H-Gruppe 2 Wasserstoffatome) und 


aus der Ketolactamhydroxamsiure C,,H,,N,O, gewonnen werden 
kann), Bei dem Ubergang der Ketolactamtricarbonsiure C,,H,,.NO, 
in die Verbindung IV erfolgt also der Angriff der Salpetersiure 
(Nitrierung) am C-Atom 6; auch bei den anderen 4 Bildungsweisen 
stellt wahrscheinlich die Ketolactamtricarbonsiure C,,H,,.NO, die 
eigentliche Muttersubstanz des Kérpers IV dar’). 


1) Diese Z. 175, 140 (1928); 228, 265 (1934); 226, 52 (1934); 176, 197 
(1928); 237, 110 (1935); 289, 140 (1936). 
2) Diese Z. 289, 137 (1936). 
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Die Nitrosoverbindung III geht aus Isobiliansiure- dioxin 
hervor (auch aus Isobiliansiure-7-monoxim bildet sie sich wahr. 
scheinlich) und wird durch Erhitzen mit 32,5°/,iger Salpetersiiure 
in Bilisoidansiure verwandelt'). Bilisoidansiure ist mit gréBter 
Wahrscheinlichkeit als 6-Keto-isobiliansiiure (V) aufzufassen?) 
Auch hier findet also der weitere Angriff des Oxydationsmittels 
am C-Atom 6 statt. Dabei ist es auch hier wahrscheinlich, 
daB zuerst die Nitrosogruppe abgespalten und die entsprechende 
7-Ketosiure (Isobiliansiure) gebildet wird, die dann die weitere 
Verainderung zu Bilisoidansaiure erfihrt. Dafiir spricht auch, das 
aus Isobiliansiure-oximlactam mit Salpetersiure (D. 1,4) von Raum- 
temperatur das entsprechende Ketolactam sich bildet, wobei vor- 
tibergehend eine dem Nitrosokérper III offenbar analoge (Formel 
wie III nur an Stelle des Ketoringes C Lactamring C wie in | 
und IV), aber wenig bestiindige Nitrosoverbindung auftritt >). 


Der von H. Kirchhof aufgefundene Nitrosokérper II ist aus 
Biliansiure-dioxim erhalten worden, auch aus Biliansiure-7-mo- 
noxim, aus der Oximinoketohydroxamsiiure C,,H,,N,O,, sowie aus 
der Dioximinohydroxamsaure ©,,H,,N,O, bildet er sich‘). Bei 
linger |dauernder Einwirkung von Salpetersiéure (D. 1,4) von Raun- 
temperatur geht aus der Nitrosoverbindung IT zunichst ein Nitro- 
kérper C,,H,,NO, (7-Nitrodesoxybiliensiure; Formel wie II, nur 
an Stelle der NO-Gruppe die NO,-Gruppe) und spiter Biloidan- 
siure C,,H,.0,, (VI) hervor’). Man kann annehmen, daB die 
Nitroverbindung zuerst in Biliansiure iibergefihrt wird, die dann 
weiter zu Biloidansiure oxydiert wird. Spater ist beobachtet 
worden, daB Biliansiure durch Salpetersiure (D. 1,4) von Zimmer- 
temperatur zu 6-Nitro-(Isonitro-)biliansiure C,,H,,NO,, (VII) 
nitriert wird®), Man konnte erwarten, daB die letztgenannte Ver- 
bindung auch aus 7-Nitrodesoxybiliensiiure C,,H,,NO, sich bildete, 
in der Tat hat sie sich jetzt unter geeigneten Bedingungen, wenn 
auch nur in geringer Ausbeute, aus diesem Nitrokérper sowohl, 
als auch aus Biliansiure-dioxim direkt (d. h. in diesem Falle iiber 
die nicht isolierte 7-Nitroso- und 7-Nitroverbindung) gewinnen 





1) Diese Z. 194, 39 (1931); 203, 79 (1931); 235, 74 (1935). 

2) Diese Z. 251, 35 (1938). 

’) Diese Z. 194, 39 (1931). 

‘) Diese Z. 176, 188, 194 (1928); 177, 290 (1928); 183, 94 (1929); 230, 
205 (1934); 282, 94 (1935). 

5) Diese Z. 211, 90 (1932); 222, 131 (1933). 

®) Diese Z. 242, 81 (1936); 244, 245 (1936). 
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oe lassen; es findet also eine — formale — Verschiebung des Stick- 
a stofis vom C-Atom 7 nach dem C-Atom 6 statt. In Wirklichkeit 
SBter He dirfte sich aber, wie bereits hervorgehoben, voriibergehend Bilian- 
, | saure bilden, die z. T. in noch unbekannter Weise in Biloidan- 
“*"') & siure tbergeht, z. I. zu 6-Nitrobiliansiure nitriert wird. 6-Nitro- 
ittele Me Sure tbergeht, z. I. 21 biliansdure nitriert wird. itro 
. © biliansiure ihrerseits liefert bei weiterer Einwirkung des Oxyda- 
lich, FF .. ; ; gy Al ms 
ende tionsmittels in geringem Umfange auch Biloidansiure ve: Wie 
hehe ‘aus dem elngangs Gesagten hervorgeht, findet die gleiche (formale) 
dak Stickstoffverschiebung von C, nach C, auch bei dem Ubergang 
ni der Nitrosoverbindung I in die Nitroketolactamsiure IV statt. Ob 
see. bei diesem Ubergang auch die dem Nitrosokérper I entsprechende 
sia! : Nitroverbindung auftritt, deren Formel also sich von I nur da- 
3 durch unterscheiden wiirde, daB an Stelle der NO-Gruppe die 
' NO,-Gruppe steht, muB dahingestellt bleiben; isolieren lassen hat 
sich bisher diese Nitroverbindung nicht. 
aus 
mo- § II. Oxydation der 6-Aminobilianséure mit Fehlingscher Liésung 


. Durch Reduktion der 6-Nitrobiliansiure (VII) mit Zinkstaub 
m. | Ud Ammoniak erhialt man 6-Aminobiliansiure, es wird bei diesem 
tro. E Ubergang die Gruppe: —C(:NO,H)—CO— in Ring B in die 
nur & Ot™uppierung: —CH(NH,)—CO— umgewandelt”), 6-Aminobilian- 
an. | Saure wird ebenso wie 6-Nitrobiliansiure durch alkalische Per- 


 manganatlésung zu Ciliansdéure (VIII) oxydiert. Im Gegensatz zur 


; Nitroverbindung reduziert die Aminosiure Fehlingsche Lésung, 
tet ie und zwar bereits in der Kilte. Es steht diese Eigenschaft der 
or. | Aminoséure im Kinklang mit Angaben des Schrifttums, wonach 
T]) | %Aminoketone eine Reduktion Fehlingscher Lésung, teils in der 
wh ; Wirme, teils schon in der Kilte bewirken. Es ist bereits darauf 
te, | llngewiesen worden, daB bei der Reaktion der 6-Aminobiliansiure 
mn | wit Fehlingscher Lésung allem Anschein nach Ciliansaure ent- 
hl. | steht [mach der charakteristischen Krystallform zu urteilen*)]. Ks 
or | 18t jetzt dieser Versuch, der seiner Zeit nur mit einer sehr kleinen 
on Probe ausgefiihrt wurde, mit von neuem hergestellter Aminosiure 


' in etwas gréBerem MaBstab wiederholt worden; er hat ergeben, 
| daB in der Tat Ciliansiure gebildet wird, die durch Schmelzpunkt 
' und Mischschmelzpunkt mit einem aus Biliansaéure in bekannter 
Weise hergestellten Praparat identifiziert wurde. Als Zwischen- 
, F produkt dirfte bei der Reaktion, ebenso wie bei der Oxydation 





1) Diese Z. 242, 83, 87 (1936). 
*) Diese Z. 244, 245 (1936). 8) Diese Z. 246, 259 (1937). 
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' der 6-Nitro- und 6-Aminobiliansiure mit alkalischer Permanganat- 
| lésung, das «-Diketon (—CH(NH,)—CO— —» —CO—CO—,) ent- 
 stehen, das dann nach W. Borsche und R. Frank’) die ,,Benzil- 
| siureumlagerung“ zu Ciliansiure erfahrt. Erwihnt sei hier noch, 
' daB 6-Aminobiliansiure auch ammoniakalische Silberlésung in der 
' Warme reduziert, ein Verhalten, daB auch anderen «-Aminoketonen 
' mzukommen scheint; so findet sich die Angabe, daB «-Amino- 
' campher Silbersalze reduziert?). 


Beschreibung der Versuche 


Zu I. 1. 6-Nitrobiliansaure aus 7 -Nitrodesoxybiliensaure. Her. 
stellung der 7-Nitrodesoxybiliensiure C,,H,,NO, aus Biliansiéure-dioxim 
nach den Angaben der 41. Mitteilung °). Um den Stoff krystallinisch zu er- 
halten, war friiher die heiBe Lésung in 40°/,iger Essigsiiure 11/,—2 Stunden 
auf dem siedenden Wasserbad erhitzt worden, wobei sich allmiahlich schoéne 
» nadelférmige Krystalle abschieden. Man kann auch durch Zusatz von Wasser 
| zur Lésung in 40°/,iger Essigsiiure das Produkt zunichst in gallertiger Form 
' zur Ausscheidung bringen und die ausgeschiedene Masse einige Zeit auf 
» dem Wasserbad oder Drahtnetz erhitzen, sie wird dann vollstiindig krystallinisch; 
die Ausbeute (etwa 18°/, des eingesetzten Dioxims) ist nach dieser Arbeits- 
weise etwas héher als nach der friiheren. 0,46 g des Nitrokérpers C,,H,,NO, 
wurden mit 11,5 cem Salpetersiiure (D. 1,4) von Raumtemperatur zusammen- 
gebracht, es trat keine vollstindige Lésung ein. Vom Ungelésten wurde 
abgesaugt und das Filtrat bei Zimmertemperatur etwa 48 Stunden sich selbst 
iiberlassen, es blieb dabei klar. Dann gab man 250 cem gesiittigter Kochsalz- 
lésung hinzu, wodurch eine weiBe Fiallung erzeugt wurde. Das Gemisch 
wurde hierauf mit Ather ausgeschiittelt, der den gefillten Stoff aufnahm, 
die itherische Lésung mit Natriumsulfat getrocknet und in eine Krystallisier- 
schale filtriert. Beim freiwilligen Verdunsten des Athers schieden sich all- 
mihlich farblose prismenférmige Krystalle in Form einer Kruste an den 
oberen Teilen der Wandung der Schale ab. Spiiter setzte sich auch an den 
tieferen Wandpartien und am Boden der Schale eine krystallinische Masse 
ab, die etwas weniger gut aussah als die obere weiBe Kruste, weshalb man 
nur die letztere mit dem Spatel abléste und in der abgegossenen Fliissigkeit 
zerkleinerte. Die Krystallisation wurde hierauf abgesaugt, mit Ather ge- 
waschen und getrocknet. Sie zersetzte sich im Schmelzréhrehen bei 178—180°, 
ebenso verhielt sich ein Vergleichspriparat von Nitrobiliansiure, die nach 
friiher gegebener Vorschrift*) aus Biliansiiure hergestellt worden war. Eine 
Mischprobe ergab keine Depression. Die Krystallisation wog 10 mg, nach 
dem Obigen handelt es sich dabei aber nur um eine Teilausbeute. Eine 
Wiederholung des Versuchs fiihrte zum gleichen Ergebnis. 


1) Ber. chem. Ges. 60, 723 (1927). 

*) Beilsteins Handbuch, 4. Aufl., Bd. XIV, S. 10. 
5) Diese Z. 222, 134 (1933). 

4) Diese Z. 242, 85 (1936); 244, 250 (1936). 
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2. 6-Nitrobilianséure aus Biliansiure-dioxim. LaSt man anf 
Biliansiiure-dioxim Salpetersiiure (D. 1,4) von Raumtemperatur 24 Stunden 
einwirken, so besteht die durch Zusatz von Wasser erzeugte gallertige Fiillung 
nur aus 7-Nitrodesoxybiliensiure (Zersetzungsp. 256—258°); unterbricht man 
den Versuch aber erst nach 48 Stunden, so enthilt die Fallung neben der 
genannten Verbindung 6-Nitrobiliansiiure. Bereitung des Dioxims nach der 
52. Mitteilung’). 1,5 g Dioxim brachte man mit 37,5 cem Salpetersiiure (D. 1,4) 
zusammen, wobei eine klare, schwach gelbgefirbte Lésung resultierte. Diese 

nahm bei gew6éhnlicher Temperatur allmihlich eine intensiv blaugriine Farbe 
an, gleichzeitig erfolgte Gasentwicklung. Die Blaugriinfiirbung verschwand 
beim Stehen und machte einer Gelbbraunfirbung Platz. Nach ungefiibr 
48 Stunden gab man zur Salpetersiureldsung 250 cem gesiittigter Kochsalz- 
lésung hinzu und erzeugte hierdurch eine weibe Fillung, die von zugesetztem 
Ather nicht vollstiindig aufgenommen wurde; vielmehr bestand nach der 
Trennung der Schichten der untere Teil der Atherschicht aus einer schaumigen 
farblosen ungelésten Masse (allem Anschein nach ?-Nitrodesoxybiliensiiure), 
Ohne Riicksicht hierauf zu nehmen, trocknete man die Atherschicht mit 
Natriumsulfat. Nach dem Abfiltrieren yon der ungelésten Masse und dem 
Natriumsulfat lieB man den Ather in einer Schale freiwillig verdunsten und 
rieb den schneeweiBen krystallinischen Riickstand mit Ather an, wobei 
geringe Mengen lack- oder sirupartiger Bestandteile in Lésung gingen, die 
Krystallisation aber ungelést blieb. Letztere wurde abgesaugt, mit Ather 
gewaschen und getrocknet. Zersetzungsp. 178—180°, Mischprobe mit notorischer 
6-Nitrobiliansiure ergab keine Depression. Die Ausbeuten bei verschiedenen 
in vorstehender Weise ausgefiihrten Versuchen schwankten zwischen 5() 
und 100 mg. 


0,1184 g Subst. (bei 110° getr.): 2,9 cem N (16°, 756,4 mm). 
C.,H;,NO,, Ber. N 2,83 Gef. N 2,88. 


Zu II. 6-Aminobiliansdiure und Fehlingsche Loésung. Die Her- 
stellung der 6-Aminobiliansiure aus 6-Nitrobiliansiure (die ihrerseits aus 
Biliansiure gewonnen war) geschah nach der in der 50. Mitteilung ge- 
gebenen Vorschrift*). Wie dort schon angegeben, scheidet sich beim Um- 
krystallisieren aus Wasser der Stoff mitunter gallertig aus, er kann dann 
nach Wiederauflésen durch Erhitzen beim langsamen Erkalten der Lésung 
krystallinisch erhalten werden. ZweckmibBig ist es in solehen Fiillen die 
Lésung mit einigen Krystillchen zu impfen. In einem Falle eriibrigte sich 
das Umkrystallisieren, da das beim Ansiuern des Filtrates vom Zink- 
earbonat zunichst kleisterartig sich ausscheidende Produkt beim Stehen 
vollstiindig krystallinisech wurde. Die Ausbeute war hier verhiltnismibig 
hoch, 59°/, der eingesetzten 6-Nitrobiliansiure (friiher erhalten etwa 34%, 
bezogen auf einmal aus Wasser umkrystallisiertes Material). Nach einigen 
Vorversuchen mit kleineren Substanzmengen wurden 1,17 g 6-Aminobilian- 
siiure mit 31 cem Fehling II (alkalischer Seignettesalzlésung) zusammen- 
gebracht, wobei eine gelbe Lésung resultierte. Dann gab man 31 cem 
Fehling I (Kupfersulfatlésung) hinzu. Nach Mischen der Fliissigkeit war 
bereits nach 1/, Minute die Reduktion sichtbar; nach 16 Stunden wurde 


) Dios Z. 248, 180 (1937). 
*) Diese Z. 244, 251 (1936). 
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yom ausgeschiedenen Kupferoxydul abfiltriert, das Filtrat kurz aufgekocht, 
wobei keine weitere Reduktion eintrat, und noch warm mit Salzsiiure an- 
gesiuert. Hierauf wurde noch warm von geringen Mengen gelber Schmieren 
abgesaugt, worauf das rein hellblau gefirbte Filtrat beim Erkalten eine 
rein weiBe Masse ausschied. Die Abscheidung kochte man mit 30 ccm 
mit Salzsiiure etwas angesiuertem Wasser aus und filtrierte hei® vom Un- 
gelésten (Weinstein, der aus dem Seignettesalz stammte) ab. Das Filtrat 
gab beim Erkalten eine weiSe, Krystallisation, die nach lingerem Stehen 
scharf abgesaugt (ohne Nachwaschen) und zwischen Filtrierpapier ab- 
gepreBt wurde. Dann zog man die farblose Masse bei gewéhnlicher Tempe- 
ratur 2 mal mit je 10 cem 96°/,igem Alkohol aus, um den Rest des Wein- 
steins, der ungelést blieb, zu entfernen. Die alkoholischen Ausziige lieB 
man freiwillig verdunsten, wobei farblose lange Nadeln als Riickstand 
blieben. Sie wurden gut abgepreBt und bei gelinder Wiirme getrocknet. 
Ihre Menge betrug, aus den beiden Ausziigen zusammen, mindestens 0,45 g. 
(Ein dritter Auszug mit 10 cem 96°/,igem Alkohol hinterlie8 kaum noch 
einen Riickstand und wurde deshalb nicht beriicksichtigt.) Die Krystalli- 
sation schrumpfte im Schmelzréhrchen bei etwa 110° ziemlich stark und 
schmolz unter Aufschiumen bei 230° Sie war also noch nicht ganz rein, 
enthielt vielmehr anscheinend eine geringfiigige, aber hartnickig anhaftende 
Beimengung, die sich erst durch mehrmaliges Umkrystallisieren des Materials 
aus Wasser bzw. aus 10°/,igem Alkohol beseitigen lieB. Die Substanz 
schmolz nunmehr untér Aufschiumen bei 239°, ebenso wie ein Vergleichs- 
priparat notorischer (aus Biliansiure hergestellter) Ciliansiure, wenn auch 
geringfiigiges Sintern auch jetzt noch etwas friiher auftrat als bei dem Ver- 
gleichspriparat und als bei einer Mischprobe, die, unter gleichen Be- 
dingungen erhitzt, keine Depression des Zersetzungspunktes erkennen lied. 
Die Krystallformen waren bei dem aus 6-Aminobiliansiure mit Fehling- 
schen Lésung erhaltenen Priparat die gleichen wie bei der notorischen 
Ciliansiure: teils kugelige Aggregate von feinen radiir gestellten Prismen, 
teils ein Filzwerk von diinnen gebogenen langen Fiiden. 
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Die Darstellung von thyreotropem Hormon 
aus dem Hypophysenvorderlappen der Wale 


2. Mitteilung der Abhandlungsreihe: Vitamin- und Hormongehalt 
der Walorgane 


Von 
Christian Bomskov und Ludwig Sladovié 


(Aus der Chirurgischen Klinik der Universitat Freiburg/Brsg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. April 1940) 


In der Literatur des In- und Auslandes sind eine Reihe von 
Methoden beschrieben, die eine Gewinnung des thyreotropen 
Hormons aus den Vorderlappen von Rindern oder Schweinen 
erméglichen?). Da das thyreotrope Hormon in neutralen, schwach 
sauren oder alkalischen Medien gut ldslich ist, wurden bereits 
Extrakte aus frischen oder getrockneten Driisen durch Anwendung 
dieser Extraktionsmittel gewonnen. 

Urspriinglich verwandte man Suspensionen von Hypophysen 
in physiologischer Kochsalzlésung oder Extrakte, die durch Zer- 
reiben der Driisen mit diesem Extraktionsmittel hergestellt wurden. 
Spiiter wurde gefunden, daB alkalische Extraktionsmittel wie ver- 
diinnte Alkalien besonders gut extrahieren, und endlich geht man 
heute von sauren Extrakten aus, da diese leichter weiter zu ver- 
arbeiten sind als alkalische. 

Die bekannteste Darstellungsmethode von thyreotropem 
Hormon ist die Junkmannsche?), die auf einer Extraktion des 
Driisenmaterials mit 0,25°/,iger Essigsiure in der Kilte beruht, 
worauf der Extrakt durch Fallung des Hormons mittels Pikrin- 
siure weiter gereinigt werden kann. Verdiinnte Essigsiure wird 





‘) Bomskov, Methodik der Hormonforschung Band II, Thieme, 
Leipzig 1939. Vortrag: Tagung d. Fachgr. Verarbeitung y. Walen, Juni 
1939, Berlin. 


*) Junkmann u. Schoeller, Handb. d. biol. Arbeitsmeth. Lief. 456 
(1936). 
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ebenfalls von Loeb*) zur Darstellung von thyreotropen Extrakten 


'benutzt. Auf der anderen Seite finden Loeb und auch Row- 
' jands*) gerade mit alkalischen Mitteln, insbesondere verdiinnten 
Alkalien die besten Ausbeuten, waihrend Loeser®) wieder ver- 
' diinntes Ammoniak verwendet. 


Bei der in unserem Institut durchgefiihrten Untersuchungs- 


reihe tiber die Verwertung der Driisen und Organe der Wale fiir 
' die Darstellung von Vitamin- und Hormonpriparaten haben wir 
' ebenfalls der Hypophyse der Wale besondere Beachtung geschenkt ‘). 


Ie BOSS BESS NE RAS ES Ly SERENE PT ee ee eee 


Nahar khan 
PRR Re SARL BME Rh te 


Zunichst interessierte hierbei der Gehalt der Walhypophysen- 
vorderlappen an thyreotropem Hormon. In einigen Vorunter- 
suchungen muften wir jedoch zu unserer Uberraschung feststellen, 
daB die Methode der Darstellung von thyreotropem Hormon nach 
Junkmann?), die uns bei Verarbeitung von Rinderhypophysen- 
vorderlappen gute Dienste geleistet hat, bei Anwendung auf 
Walhypophysen véllig versagt. Aus Walhypophysen nach dem 
Junkmannschen Verfahren erhilt man einen Extrakt, der kaum 
nachweisbare Wirkung besitzt. Kontrolluntersuchungen mit anderen 
Extraktionsmitteln ‘zeigten uns jedoch bald, daB die Unwirksam- 
keit der Extrakte nicht darauf zuriickzufiihren ist, daB thyreo- 
tropes Hormon in der Walhypophyse fehlt, sondern daS es wahr- 
scheinlich an strukturell besonders geartete KiweiBsubstanzen 
gebunden ist, die das Hormon fiir gewéhnliche Extraktionsmittel 
schwer angreifbar macht. Auf Grund dieser Beobachtung war 
es notig, systematisch die Extraktionsméglichkeiten des thyreo- 
tropen Hormons zu studieren. Wir haben uns hierbei nicht auf 
die Walhypophysen, die uns in groBen Mengen zur Verfiigung 
standen, beschrinkt, sondern unsere Untersuchungen ebenfalls auf 
die Rinderhypophysen ausgedehnt. Im folgenden berichten wir 
iiber die Ergebnisse unserer systematischen Arbeit. 

Zum Verstiindnis dieser und der folgenden Mitteilungen sei 
vorausgenommen, da8 wir von vornherein beabsichtigen, Methoden 
auszuarbeiten, nach denen man aus ein und derselben Driisen- 
portion méglichst alle Hypophysenhormone darstellen kann. 


8) Loeb, Proc. Soe. exper. Biol. a. Med. (Am.) 26, 860 (1929); 27, 490 
(1929/30). 

4) Rowlands u. Parkes, J. exper. Biol. 12, 337 (1935); Biochemie. 
J. (Brit.) 28, 1829 (1934). 

5) Loeser, Arch. f. exper. Path. 163, 526 (1931/32). 

®) Bomskov u. Unger, Der neue deutsche Walfang 8.190, 1938. 
Fette und Seifen, Jan. 1938, 1, S. 90. 
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Brauchbare Methoden dieser Art gibt es bisher nicht. Bei de 
Gewinnung eines Hypophysenhormons wird in den meisten Fille, 
heute lediglich auf dieses eine Hormon geachtet und der Frage, 
ob nicht in abfallenden Nebenfraktionen der Aufarbeitung sich 
evtl. die anderen Wirkstoffe der Hypophyse befinden, iiberhaupt 
keine Beachtung geschenkt. Es handelt sich aber neben der 
wissenschaftlichen Seite dieses Problems auch um eine volkswirt. 
schaftlich nicht ganz uninteressante Aufgabe, da die in der deut- 
schen pharmazeutischen Industrie verarbeiteten Hypophysenmengen 
nicht ganz unerheblich sind und bisher, abgesehen von wenigen 
Ausnahmen, nicht so ausgenutzt werden, wie wir es von einem 
gréBtenteils aus dem Ausland eingefiihrten Rohstoff heute ver- 
langen miissen. 


Methodik 


I. Biologische Methodik 


Die Auswertung der thyreotropen Extrakte erfolgte am Meer- 
schweinchen, und zwar nach dem Gewichtstest der Schilddriise. 
Die Methode wurde durchgefiihrt an Meerschweinchen im Gewicht 
von 180—240 g, die unter denselben Bedingungen gehalten wurden 
und im Winter mit Heu, Riiben und Hafer, im Sommer dagegen 
mit Gras, Heu und Hafer ernihrt wurden, Unterschiede in der 
Reaktion der Schilddriise wurden durch den Wechsel der Nahrung 
nicht beobachtet. Die Versuchstiere wurden jeweils zu Gruppen 
von 5 in Kafigen mit einer Grundfliche von 80 cm’ gehalten und 
erhielten die Kost ad libitum. 

Die zu priifenden Substanzen wurden staubfein gepulvert und 
in einer Lésung von Kochsalz und Salzsiure (0,75°/, NaCl in 
n/100 HCl) gelést. In den meisten Fallen wurde keine klare 
Lésung erhalten, sondern es blieb eine mehr oder weniger grobe 
Tribung zuriick. In einigen Fillen liste sich jedoch nur ein 
sehr geringer Teil der zu priifenden Substanz in dem angegebenen 
sauren Lésungsmittel auf. In diesen Fallen, in denen es sich 
insbesondere um die Priifung sehr roher Zubereitungen wie 
Acetonfallungen, isoelektrische Fallungen usw. handelte, wurden 
die Substanzen in der Kialte mit sehr verdiinnter Natronlauge 
in Lésung gebracht und die Lésungen neutralisiert bzw. die Lauge 
bis zu dem Punkt abgestumpft, an dem noch kein isoelektrischer 
Niederschlag auftrat. 

Verwendet wurden fiir einen Versuch jeweils Gruppen von 
5 Meerschweinchen (im Gewicht von 180—240 g), die unter den 
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oben angegebenen Bedingungen gehalten wurden. Die Tiere wurden 
an 4 aufeinander folgenden Tagen mit je einer Injektion taglich 


| behandelt und 24 Stunden nach der letzten Injektion getétet. 


Die Schilddriisen wurden herauspripariert und sofort frisch auf 


| einer Torsionswaage gewogen. Es wurden stets beide Schilddriisen 


aha sto sar OEP Oe 


| praparat benutzten. 
| schweinchen-Hinheiten erfolgte nach der histologischen Methode 


gusammen gewogen. Von diesen Schilddriisen wurden histologische 


| Praparate angefertigt. 


Fir die eigentliche Auswertung bedienten wir uns in diesem 
Falle einer Dosiswirkungskurve. Wir stellten mit jeweils 50 Tieren 
gu verschiedenen Zeiten eine Dosiswirkungskurve auf, indem die 
Tiere mit gruppenweise steigenden Dosen von thyreotropem 
Hormon behandelt und die durchschnittlichen Gewichte der Schild- 
driisen bestimmt wurden. Traigt man in einem Koordinatensystem 
an die Ordinate die durchschnittlichen Gewichte der Schilddriise 
auf und in logarithmischer Einteilung auf der Abszisse die dazu 
gehérigen Dosen an Hyphophysensubstanz, so erhalt man eine 
Kurve, die eine Gerade darstellt. Es besteht also, wie bereits 
Rowlands feststellte, zwischen Dosis und Wirkung des thyreo- 
tropen Hormons auf das Schilddriisengewicht eine logarithmische 
Funktion. 

Die Aufstellung der Dosiswirkungskurve erfolgte mit einem 
Rohpriparat, das wir in einer gréBeren Menge aus dem Hypo- 
physenvorderlappen von Rindern darstellten und als Standard- 
Die Eichung dieses Priiparates in Meer- 


_ nach Junkmann und Schoeller. Wir sind deshalb in der Lage, 
alle erhaltenen Werte an Ms.-E nach Junkmann und Schoeller?) 


| anzugeben. 
' dem gereinigten thyreotropen Hormon Schering und nach 
' unseren selbst hergestellten Priparaten, die ebenfalls in Ms.E. 
' nach Jungmann und Schoeller geeicht sind, haben wir die 
' Beobachtung gemacht, daB es nicht médglich ist, verschiedene 
_ Dosen dieses thyreotropen Hormons an Hand der Gewichtsver- 
_ Anderung der Schilddriise der Meerschweinchen festzustellen. Man 
| erhalt vielmehr, einerlei ob man tiglich 10 oder 30 Ms.E. ver- 
_ abreicht, stets dasselbe Schilddriisengewicht, dab etwa eine Ver- 
' doppelung des Normalgewichtes der Meerschweinchenschilddriise 
' darstellt. Nur bis zu einer Dosis von etwa 20 Ms.E. nach Junk- 
' mann und Schoeller besteht eine lineare Beziehung zwischen 
_ Dosis und Schilddriisengewicht der behandelten Tiere. Eine Dosis 
' von taglich 5 Ms.E. ergibt ein Schilddriisengewicht von etwa 


Bei der Aufstellung einer Dosiswirkungskurve mit 
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40 mg, eine tagliche Dosis von 10 Ms.E. nach Junkmann und 
Schoeller ein Schilddriisengewicht von etwa 60 mg gegeniibe 
einem Normalgewicht der Schilddriise unserer Tiere von etwa 
30 mg. Verabreicht man nun anstatt 10 Ms.E. 30 oder 40 Ms E 
taglich, so gelingt es nicht, das Schilddriisengewicht der Versuchs. 
tiere wesentlich tiber 60 mg zu steigern. Die Dosiswirkungskurye 
verliuft also mit dem thyreotropen Hormon bis zu dem Punkt 
von 60 mg steil ansteigend und von diesem Punkt an scharf 
umbiegend etwa parallel zur Abszisse. Wir werden auf diese 
eigenartige Erscheinung, die wir z. B. bei Beginn unserer Ar. 
beiten in Hamburg niemals sahen, in einer besonderen Mitteilung 
naher eingehen. Wichtig fiir die hierfiir vorliegenden Auswer. 
tungen ist nur die Tatsache, daB die Dosiswirkungskurve unserer 
Tiere nur bis zu einem Schilddriisengewicht von 60 mg fiir die 
Auswertung brauchbar ist. Die Benutzung der Dosiswirkungs- 
kurve ist die allgemein iibliche. Infolge des eigenartigen Ver- 
laufes der Dosiswirkungskurve im Freiburger Gebiet kompliziert 
sich allerdings die Auswertung unserer Substanzen erheblich. 
Erhalten wir z. B. mit einer Dosis von x mg einer unbekannten 
Substanz ein Schilddriisengewicht von im Durchschnitt 60 mg bei 
einer Tiergruppe, so ist diese Auswertung nicht ohne weiteres 
beendet. Wir miissen vielmehr fordern, dai der Testversuch mit 
herabgesetzten Dosen so lange wiederholt wird, bis die Minimal- 
dosis gefunden ist, die ein Schilddriisengewicht von 60 mg im 
Durchschnitt ergibt, wihrend die darunter liegende kleinere Do- 
sierung ein Schilddriisengewicht ergeben muB, das unter 60 mg liegt. 

Ks muB hinzugefiigt werden, daB die einmalige Auswertung 
einer Substanz auf thyreotrope Wirkung unzulissig ist. Wir 


miissen vielmehr verlangen, daB bei Auswertung derselben Sub- § 


stanzmengen zu 3 verschiedenen Zeiten an jeweils 5 Tieren an- 
nihernd dieselben Werte erhalten werden. Wir haben diese For- 
derungen genauestens in unseren T'estversuchen erfillt. Fiir die 
vorliegende Arbeit wurden iiber 1000 Meerschweinchen benitigt, 
die gréBtenteils einer eigenen Zucht und zu einem kleineren Teil 
einer Zucht entstammten, die von uns kontrolliert wird. Es war 
somit die Gewahr gegeben, in allen Versuchen nur absolut gleich- 
artige und vergleichbare Tiere zur Verfiigung zu haben. 


II. Chemische Methodik 


Die Darstellung der Extrakte des thyreotropen Hormons er- 
folgte aus Vorderlappen von Rinderhypophysen und aus Vorder- 
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' teils Acetontrockenpulver derselben verwendet. Die Hypophysen 
' des Wales standen uns durch die Sammeltitigkeit der Reichsstelle 
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lappen von Blauwalhypophysen. Es wurden teils gefrorene Organe, 


fir Walforschung in groBen Mengen zur Verfiigung. Wir erhielten 


‘sie teils in hartgefrorenem Zustand, teils waren sie bereits auf 


dem Fangfeld zerkleinert und in Aceton konserviert. Die Her- 
stellung des Acetontrockenpulvers geschah aus dem mehrmals mit 


| frischem Aceton extrahierten Material, das im Vakuum_ iiber 
' Phosphorpentoxyd getrocknet und fein gepulvert wurde. Fiir die 


' Uberlassung dieses Materials sind wir Herrn Dr. Peters, dem 
' Leiter der Reichsstelle fiir Walforschung, zu gré8tem Dank ver- 


Lich Prt ape = Saige. it ie ala oni ce - - 
80 Beant PgR A MAIDA a Sageatgtie Bae GE OT Ce oe OE 


| pflichtet. Die Vorderlappen der Rinderhypophysen wurden uns 
' entgegenkommender Weise von Herrn Prof. Schoeller von der 


Schering- Aktiengesellschaft, Berlin, entweder in hartgefrorenem 
Zustand oder aber ebenfalls in Form von Acetontrockenpulver 
zur Verfiigung gestellt. Wir méchten Herrn Prof. Schoeller auch 
an dieser Stelle fiir sein liebenswiirdiges Entgegenkommen bei der 
Beschaffung des sehr teueren Ausgangsmaterials unseren herz- 
lichsten Dank aussprechen. 

Was die Gewichtsverhiltnisse der Walhypophysen anbetrifit, 
so haben wir folgende Werte gefunden: 





Satd dee Frischgewicht Gewicht eines frischen 
s Walhypophysen- 
Vorderlappen ~ vorderlappens in g 
52 1120 21,5 
35 695 19,8 
16 281 17,6 








Wir haben aus dieser Hypophysenmenge von 2096 g frischen 


| Vorderlappen Acetontrockenpulver hergestellt und eine Ausbeute 
_ von 396g Acetontrockenpulver und 39,7g Ol erhalten. Zur Dar- 
_ stellung des Oles wurden die Acetonextrakte im Vakuum eingeengt 
| und die wiBrige Phase mit Ather extrahiert. Nach Trocknung des 
' Athers und Abdestillieren wurde das Rohél erhalten. Berechnen 
' wir die Ausbeute an Acetontrockenpulver von frischen Walhypo- 
_ physen, so ergibt sich fiir 100g frische Walhypophysenvorder- 
_ lappen eine Ausbeute von 18,8 g Acetontrockenpulver”). 


Wir haben fiir die Extraktion sowohl der Wal- wie der 


| Rinderhypophysen eine Reihe von Extraktionsmitteln untersucht, 


*) Abbildungen der GréBen- und Lageverhiiltnisse der Walhypophysen- 
vorderlappen stehen auf Wunsch zur Verfiigung; schematische Skizze befindet 
sich bei Bomskoy und Unger. Zit. *), 8. 275. 
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einmal bei gefrorenem Driisenmaterial und dann bei Acetontrockep. 
pulver des Hypophysenvorderlappens. Wir untersuchten weiter die 
Frage nach der Steigerung der Ausbeute an thyreotropem Hormon 
durch Wiederholung der Extraktion mit demselben Lisungsmitte| 
oder durch wiederholte Auslaugung unter Wechsel des Lisungs. 
mittels. Fiir die Extraktion benutzten wir nicht nur _ bekannte 
Extraktionsmittel, sondern auch solche, die bisher fiir die Dar. 
stellung des thyreotropen Hormons nicht verwendet wurden. Wir 
waren gezwungen, diese Extraktion durchzufiihren, da die Aus. 
beuten, die nach den bereits bekannten Methoden aus. Walhyypo. 
physen erhalten wurden, bedeutend kleiner waren als diejenigen aus 
Rinderhypophysen. Die von uns benutzten Extraktionsmittel zu- 
sammen mit den erhaltenen Ausbeuten gehen aus der folgenden 
Tabelle hervor. 


Im einzelnen wurde die Extraktion folgendermafen vorgenommen: 
30 g frische Walhypophysen oder 5 g Acetontrockenpulver derselben wurden 
mit jeweils 100 cem Extraktionsmittel 12 Stunden lang bei Zimmertemperatur 
auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Bei NaOH-haltigen Extraktionsmitteln 
wurde die Lésung unter hiufigem Umriihren fiir 12 Stunden im Eisschrank 
gehalten. Die Driisenriickstiéinde wurden abzentrifugiert und der Driisenrest 
jeweils 3 weiteren Extraktionen mit 50 ccm Lésungsmittel unterworfen. Aus 
der Tabelle geht hervor, ob diese anschlieBenden Extraktionen mit dem- 
selben Lésungsmittel oder einem anderen Lésungsmittel durchgefiihrt wurden. 
Die abgetrennten Extrakte wurden entweder einzeln oder vereinigt mit 
10 Volumen Aceton gefillt, der Niederschlag nach 12-stiindigem Stehen im 
tisschrank auf der Zentrifuge abgetrennt, mehrinals mit frischem Aceton 
gewaschen und im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 


Die Extraktionen nach der Uhlenhutschen Methode erfolgten fiir 
30 g Frischhypophysen oder 5g Acetontrockenpulver mit 600 ccm 30°/,iger 
Ringerlésung unter Zusatz von Eisessig (300 cem Ringerlésung wird mit 
5eem Eisessig auf 1000 cem aufgefiillt). Die Lésung wird unter gutem Un- 
riihren bis zum Kochen erhitzt und heid filtriert. Das klare Filtrat wird nach 
Erkalten mit Aceton gefiallt. 

Die Extraktion aus Rinderhypophysenvorderlappen (Methode Nr. 26 
und 27) erfolgte nach der Methode yon Junkmann. Die zerkleinerten 
Driisen wurden in der Kiilte mit 0,25°/,iger Essigsiure geschiittelt; angesetzt 
wurden Extraktionen mit 100g bzw. 30 g Hypophysenacetontrockenpulver. 
Die Riickstiénde der Extraktion wurden mit Natronlauge erneut extrahiert 
(n/20 NaOH). 

Im Versuch Nr. 28 wurden 40 g Hypophysenvorderlappen-Acetontrocken- 
pulver insgesamt 4-mal mit n/20 NaOH im Eisschrank extrahiert, die ver- 
einigten Filtrate durch Zusatz von verdiinnter Salzsiiure bis zum Punkt der 
maximalen Fiillung versetzt und das Filtrat dieser isoelektrischen Fiallung 
mit gesiittigter Pikrinsiiurelésung nach der Methode von Junkmann gefiillt. 
Die Aufarbeitung des Pikrinsiiureniederschlages geschah nach den Angaben 
von Junkmann. 
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K £ 
2 Extraktionsmittel 2 v4 
7 < 
l 509) i oig. Dyin. cw + « ee 
9 10% ig. Triithanolamin. | 0,79 
3] 1%,ig. Gallelésung. . . | 0,785 
4] 30° ig. ee + 
Eisessig 0,249 
Ausbeute aus 5 g scdenlaihialiaiea 
5 | 50°/,ig. Pyridin . . 0,803 
6 Desgl. 0,295 
0,143+) 
7] Mee ww ls 0,388 
8 a ae 0,181 
0,353+) 
) Desgl. 0,276 
0,096+) 
10  histia ee oe 0,387+) 
0, 122+) 
11 | n/20-NaOH in 50°). 
Pyridin. . . 0,428 
12] 10°, Tridithanolamin . 0,503 
13 | n/20-NaOH in 20°/,ig. {} 0,233 
Alkohol 0,188+) 
14 |50°/, Aceton +.1°/, NH,. {0,119 
0,069*) 
15 | Essigsiure nach Junk- $e 
16 mann 
Desgl., dann NaOH . . | 0,181*) 
0,354*) 
0,075**) 
18] 1°/, Gallelésung . 0,2088 
19 Desgl. 0,357 
Desgl. 0,289 
0,352*) 
21 | 1°/, Gallelésg. in 50°/,ig. 
Pyridin. . 0,353 
22 | 1%, Gallelésung i in iN aO0H 0,275 
23 | 20°/,ig. Alkohol . . 10,274 
0,314*) 
0,230*) 
24] 20% ig. Glycerin. . . 0,145 
0,166") 
0,135*) 
0,04**) 
25 | 2°/,ig. Harnstoff . 0,248 
0,051*) 
0,195*) 


Ausbeute 
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r von Walhypophysenvorderlappen 
16,1 


at oa ares \ 5 
we ee ee ‘ s 
iB] Bg | Bet | oi 2 
Aa ies eles 21S 2 
REPRO slSn 
o 12 ISA 
= ha = 
7 120 1,27 
63 88 1,78 
63 88 Pe 
40 20 2,48 
69 60 2,66 
49 30 1,92 
38 20 1,40 
65 | 104 0,74 
62 40) 0,90 
53 32 2,21 
68 50 1,10 
48 30 0,63 
60 40 0,74 
46 27 0,94 
43 24 3,56 
63 40 2,51 
60 40 1,16 
56 36 1,04 
48 30 0,77 
35 
61 40 0,90 
53 32 2,20 
38 16 0,92 
50 68 0,61 
47 60 1,19 
64 48 1,20 
47 30 2,12 
50 68 1,05 
56 32 1,71 
62 40 L37 
59 40 1,57 
57 36 1,27 
68 56 0,51 
61 40) 0,83 
41 20 0,54 
41 20 0,16 
61 84 0,49 
43 20 0,94 
59 40 0,96 


t) Wiederholung mit demselben Extraktionsmittel. — *) AnschlieBend 


‘ NaOH- Extraktion. — **) AnschlieBend NaCl-Extraktion. 
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Extraktion von Rinderhypophysenvorderlappen 
mM “ED . oO on: N 
© : s Sof Bela wleole™| | g 
eg Extraktionsmittel 2 - 2° 28 v. mis ac er 
A a" igs apes Aa }aA a 3 So 
o¢ > , 
26 | 0,25°/,ig. Essigsiure — le aoe “a a * °10 6 
Pikrinsiure (30 g) prod Roa h 4 5, FS eae 
0,535*)} 1,7 26,7 | 51 30 3.04 
27 | Desgl. (100g). .... 6,065 | 6,07] 1,8 | 51 | 230 | 230 | 0.25 
28 | n/20- NaOH : isoelektr. 
‘Niedersehlag — 12,59 |31,5 | 92 30 yy ie 
Isoelektrisches Filtrat + 
Pikrinsiiure . . 0,782 2,0 5,0 | 59 46 46 | O54 
29 | 50°/,ig. Pyridin : léslich. 
cy Eee ie a ee ae 1,48 1,5 1,8 | 61 |100 0,18 
Unloslicher Teil. . . . | 4,62 92 30 6} 113 
5,81*) | 5,8 | 40 57 13 4,2 
30})} 0,04 n - Ba(OH), - Nieder- 
schlag mit Trichlor- 
essigsiure. .... . 8,56 50 37 p of — 
Acetonfillung d. Filtrats | 11,21 11,2 | 58 60 | 20] 20] 5,8 
317)} 0,04 n - Ba(OH), : Pikrin- 
siurefillung d. Filtrats | 1,09 1,1 2,7 | 68 52 52 | 0,21 


























Fiir den Versuch Nr. 29 wurden 100g Trockenpulver von Rinder- 
hypophysenvorderlappen insgesamt 4-mal mit 50°/,igem Pyridin auf der 
Schiittelmaschine extrahiert und die Lésung mit Aceton gefiilt. Der Nieder- 
schlag wurde in Wasser gelédst, der unlésliche Teil abgetrocknet und die 
wiiBrige Lésung nach der Methode von Junkmann mit Pikrinsiure gefillt. 
Der Driisenriickstand wurde nach erschépfender Extraktion mit Pyridin, 
anschlieBend mit n/20-NaOH extrahiert. 

Versuch Nr. 30 und 31 stellen Extraktionen mit 0,04 normalem Baryt 
dar. Die Extraktionen geschahen im Eisschrank aus Ansiitzen von jeweils 
100 g frischen Hypophysenvorderlappen. Die vereinigten Extrakte wurden 
durch Zusatz von verdiinnter Schwefelsiure und Natriumsulfatlésung vom 
Baryt befreit und das Filtrat im Versuch Nr. 30 mit 20°/,iger Trichlor- 
essigsiiure ausgefallt. Nach Abtrennung des Niederschlages wurde die klare 
Lésung mit Aceton gefillt. Im Versuch Nr. 31 wurde der Extrakt nach Ab- 
trennung des Bariums durch Zusatz von Salzsiure isoelektrisch gefillt und 
das isoelektrische Filtrat nach der Methode von Junkmann mit Pikrinsiure 
aufgearbeitet. 


Bei Betrachtung der Tabelle fallt zunaichst auf, da, rein 
gewichtsmaéBig betrachtet, die Ausbeuten an thyreotroper Fraktion 
nach den einzelnen Darstellungsmethoden stark schwanken. Das 
hat seinen Grund darin, daB erstens nach dem Extraktionsmittel 





*) AnschlieBend NaOH-Extraktion. 
+) Friseche Driisen. 
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mehr oder weniger groBe Mengen von Verunreinigungen mit ex- 
trabiert werden und zum zweiten aber auch darin, daB die ver- 
schiedenen Extrakte vor der Aufarbeitung auf thyreotropes Hormon 
mehr oder minder von diesen Verunreinigungen befreit wurden 
a. B. isoelektrische Fallung). Ganz allgemein lift sich sagen, daB, 
wie auch zu erwarten war, alkalische Extraktionsmittel eine weit 
gBere Extraktionsmenge liefern als saure Extraktionsmittel, wie 
sich ohne weiteres aus der Tabelle bei einem Vergleich der ex- 
trahierbaren Menge, gerechnet von Prozent Ausgangsmaterial, ergibt. 


Was nun die Ausbeuten an thyreotropem Hormon betrifft, 
so laBt sich folgendes feststellen: 


1. Unabhingig vom Extraktionsmittel sind die Ausbeuten an 
thyreotropem Hormon abhiangig von dem Zustand der zu ex- 
trahierenden Driisen. In allen Fallen erhalt man bei Verwendung 
von gefrorenem Material wesentlich héhere Ausbeuten als bei Ver- 
arbeitung von Trockendriisen. Ganz besonders ist dieses Verhalten 
festzustellen in den Versuchen Nr. 1 und 5, 2 und 12, 3 und 18. 


2. Die Ausbeutén an thyreotropem Hormon sind wieder un- 
abhingig vom Extraktionsmittel bei Vergleich derselben Methode 
an Wal- und Rinderdriisen, bei Rinderhypophysen erheblich gréBer 
als bei Walhypophysen. So erhalt man z. B. nach der Methode Nr. 27 
aus Rinderdriisen 230 Ms.E. nach Junkmann und Schoeller, - 
wihrend die Walhypophysen einen Wert von 0 Ms.E. ergeben*). 
Man kann diese Erscheinung, wie aus folgender Tabelle besonders 
deutlich hervorgeht, bei fast allen Extraktionsmitteln verfolgen. 


Ausbeuten in Ms.E. pro g 








Walhypophysen- | Rinderhypophysen- 


Extraktionsmittel 
vorderlappen 





it 60 113 








| 0,25°/,ige Essigsre., dann n/20-NaOH 88 210 


3. Mit sauren Extraktionsmitteln wie verdiinnter Essigsiure 
oder verdiinnter Salzsiure liBt sich aus Rinderhypophysen fast 
die gesamte Menge an thyreotropem Hormon extrahieren. Bei 
den Walhypophysenvorderlappen dagegen versagen saure Ex- 
traktionsmittel véllig. Man findet nach Extraktion von Walhypo- 
physen z. B. mit verdiinnter Essigsiure einen Extrakt, der kaum 


*) Vgl. Versuch 15. 
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nachweisbar thyreotrope Eigenschaften besitzt, und der durch 
Pikrinsdure nicht fallbar ist. 


4. Die Unwirksamkeit saurer Extrakte aus Walhypophysen 
ist nicht begriindet durch den mangelnden Gehalt des Organs 
an thyreotropem Hormon, denn es lift sich feststellen, daB durch 
eine anschlieBende Behandlung des bereits mit Essigsiure extra. 
hierten Driisenmaterials mit verdiinnter Natronlauge ein stark 
wirksamer Extrakt herstellbar ist. Ebenso erhalt man, wenn 
man die Walhypophysenvorderlappen direkt mit verdiinnter Natron- 
lauge extrahiert, auBerordentlich wirksame Extrakte des thyreo- 
tropen Hormons. 


5. Aus der Tabelle ist weiter ersichtlich, daB eine einmalige 
Extraktion der Hypophysen nicht geniigt, um die gesamte Menge 
an thyreotropen Hormon in Liésung zu bringen. Es 1a8t sich 
vielmehr zeigen, daB mindestens zwei, am besten sogar 3- bis 
4malige Wiederholung der Extraktion mit demselben Lésungs- 
mittel nétig ist, um maximale Ausbeuten zu erreichen. 


6. Die wiederholte Extraktion li8t sich noch intensiver ge- 
stalten bei Wechsel des Lisungsmittels. Es ist auf diese Weise 
namentlich méglich, durch saure Extraktion der Walhypophysen 
zunichst einen gewissen Teil von Verunreinigungen in Lisung 
zu bringen und durch nachfolgende alkalische Extraktion ein 
schon weitgehend gereinigtes Hormon zu gewinnen. 


7. Im Gegensatz zu Rinderhypophysen, bei denen die Junk- 
mannsche Methode, d.h. die Extraktion mit verdiinnter Essig- 
siure und die Reinigung des thyreotropen Hormons iiber die 
Pikrinsiurefallung die besten Ausbeuten ergibt, sind fiir Walhypo- 
physen insbesondere folgende Extraktionsmittel geeignet: 


a) wenn es auf die Erfassung des thyreotropen Hormons 
durch eine einmalige Extraktion ankommt: 
n/20-NaOH, 
1°/,ige Gallelésung, 
50°/,iges Pyridin, 
2°/,ige Harnstofflésung, 


b) bei optimaler Ausbeute: 


Extraktionen mit 20°/,igem Alkohol, 
+ » 20°/,igem Glycerin oder 
"9 »  2°/,igem Harnstoff, 


“die von mehreren Extraktionen mit verdiinnter NaOH ge- 
folgt sind. 
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Namentlich die Extraktion mit Pyridin, Harnstoff oder Galle- 
jisung stellt eine sehr wirksame und doch wieder eine erheblich 
shonendere Methode dar als etwa die Alkali- oder Siureextrak- 
tion, was evtl. fiir die Untersuchung der anderen in der Hypo- 
physe vorkommenden Hormone wertvoll werden kann. 

8. Es ergibt sich weiter aus der Tabelle, daB die Kombina- 
tion mehrerer Extraktionsmittel wertlos ist. Auf Grund der 
suten Extraktionsergebnisse mit einerseits Pyridin und anderer- 
sits Natronlauge sowie mit Gallelésung wurden Kombinationen 
dieser Mittel angewandt, die sich aus der Tabelle ergeben. Die 
erhaltenen Ausbeuten liegen weit unter denjenigen Werten, die 
man bei Verwendung nur eines Extraktionsmittels der Kombina- 
tion erhialt. 

Die maximalen Werte an thyreotropem Hormon, die wir 
bisher festgestellt haben, sind fiir Rinderhypophysen 230 Ms.EK. 
pro g, fir Walhypophysen 144 Ms.K. pro g. Wir kénnen somit 
feststellen, daB unter den Bedingungen der besten Extraktion 
die Walhypophyse . 62,6°/, des Hormongehaltes der Rinder- 
hypophyse liefert. 

Uber die Bedeutung der Hypophyse des Wales fiir die Dar- 
stellung von thyreotropem Hormon ergibt eine kurze Berechnung 
einen Uberblick. Bei einem Abschu8 von jihrlich 10000 Walen 
und unter der praktisch nur schwer zu erfiillenden Foérderung 
einer Gewinnung simtlicher Hypophysen dieser ‘Tiere erhilt man 
im Durchschnitt etwa 42 kg Walhypophysen-Acetontrockenpulver. 
Diese Gesamtmenge ergibt nach dem Hormongehalt umgerechnet 
den Hormongehalt von 26,4 kg Rinderhypophysen-Acetontrocken- 


| pulver. Es muB der Praxis iiberlassen bleiben festzustellen, ob 


die technischen Schwierigkeiten bei der Gewinnung der Walhypo- 
physe durch die zu erzielende finanzielle Ausbeute sich lohnend 


gestalten lassen. 
Zusammenfassung 


Bei der Darstellung des thyreotropen Hormons aus dem 
Hypophysenvorderlappen der Wale zeigt sich, daBb die bisher fir 
die Darstellung dieses Hormons aus Rinderdriisen benutzten 
Methoden versagen. Aus Walhypophysenvorderlappen ist das 
thyreotrope Hormon durch Extraktion mit Essigsiure nicht ex- 
trahierbar. Es werden deshalb systematisch die Extraktions- 
miglichkeiten des thyreotropen Hormons aus Walhypophysen 
mit alkalischen, sauren und neutralen Extraktionsmitteln unter- 
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sucht. Parallel dazu werden ahnliche Versuche mit Vorderlappen 
von Rindern durchgefiihrt. Die erhaltenen Ergebnisse werden 
in Tabellen zusammengefaBt. Es wird festgestellt, daB aus 
frischen Walhypophysen eine gréSere Ausbeute erzielbar ist als 
aus Acetontrockenpulver derselben. Es wird weiter festgestellt, 
daB die gréBten Ausbeuten der Walhypophysen erhalten werden 
durch Extraktion mit 20°/,igem Alkohol oder 20°/,igem Glyzerin 
oder 2°/,igem Harnstoff oder 1°/,iger Gallelésung, wenn diese 
ersten Extraktionen von mehreren Extraktionen mit verdiinnter 
NaOH gefolgt sind. Die Walhypophyse enthalt pro kg Trocken- 
pulver 144000 Ms.E. thyreotropes Hormon. Das sind etwa 63°, 
des Gehaltes der Rinderhypophyse an diesem Hormon. 

An Hand eigener Wigungen wird das durchschnittliche Ge- 
wicht eines Walhypophysenvorderlappens festgestellt. 

In der Arbeit werden die untersuchten Darstellungsmethoden 


sowie die biologische Methodik der Priifung der Extrakte ein- 
gehend beschrieben. 
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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, mdglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf auf die Preisgestaliwng 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdize erméglichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kinnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Fiir die niichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 
Hans Fischer und Herbert Reinecke; F. Leuthart. 
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mentelle Pathologie und Pharmakologie. _. 
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Ber. Physiol. == Berichte iiber die gesamte Physiologie und ~ 
Experimentelle Pharmakologie. 

Biochem. Z. == Biochemische Zeitschrift. 

Biochemic. J. == Biochemical Journal. 

Bull. Soe. Chim. biol. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

Bull. Soc, chim. == Bulletin de la Société chimique de France. 

Chem. Z. == Chemisches Zentralblatt. 

C. r. Acad. Sci. == Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l'Académie des Seiences., 

Helvet. chim. Acta == Helvetica Chimica Acta. 

J. Amer. Chem. Soc. == Journal American Chemical Society. 

J. of Biochem. == Journal of ek narperge 

J. of Biol. Chem. == Journal of Biological Chemistry. 

J. of Physiol. == Journal of Physiology. 

J. prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstat. == Landwirtschaftliche Versuchsstation, 

Liebigs Ann. == Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

Mh. Chem. == Monatshefte fiir Chemie. 

Naturw. == Die Naturwissenschaften. 

Pfliigers Arch. = Pflii Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

Skand, Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

Z. Biol. Zeitschrift fiir Biologie. 

Z. physik. Chem. == Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 


Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 














































